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第 Ⅱ 章 序 喜轟
細 菌 は ､ グ ラ ム 陽 性 菌 と グ ラ ム 陰 性 菌 に 大 別 す る
こ と が で き る ｡ グ ラ ム 陰 性 菌 の 細 胞 表 層 は ､ 外 勝 と
呼 ば れ る グ ラ ム 陽 性 菌 に は 見 ら れ な い 膜 構 造 を 有 し
て い る ｡ 従 っ て ､ 細 菌 細 胞 内 に 作 用 点 を 有 す る 抗 菌
性 物 質 は ､ そ の 作 用 を 発 現 す る た め に ､ ま ず ､ こ の
外 膜 を 透 過 し な け れ ば な ら な い ｡
外 膜 は ､ リ ン 脂 質 お よ び 蛋 白 の 他 に リ ボ 多 糖 (L
P S) と い う 特 有 の 成 分 を 含 有 し て い る ｡
一 般 に ､ 牌 宴 ニ 重 層 は 親 水 性 物 質 に 対 し て は ､ 透
過 障 壁 と な り え
‥
る が ､.'疎 水 性 物 質 に 対 し て は 透 過 障
壁 と し て ほ と ん ど 機 能 し な い ｡ し か し な が ら ､ 外 膜
は 多 く の 疎 水 性 物 質 や 界 面 活 性 前 に 対 し て 透 過 障 壁
と し て 働 い て い る ｡ E D T A処 理 に よ る 大 場 菌 の 疎
水 性 抗 菌 物 質 に 対 す る 感 受 性 化(1)(2)や L PS 糖
鎖 欠 東 棟 の 疎 水 性 抗 菌 物 質 に 対 す る
`
感 受 性 化(3)吃
ど か ら ､ L P Sが 疎 水 性 物 質 に 対 す る 透 過 障 壁 と し
て の 機 能 を 担 っ て い る と 考 え ら れ る よ う に
一
な っ た ｡
こ の L P Sの 透 過 障 壁 の メ カ ニ ズ ム に 関 し て は 種 々
の 説 明 が あ る(4 )(5)(6)(7)が ､ グ ラ ム 陰 性 菌 の
疎 永 的 な 抗 生 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 で 重 要 な 役 割 を し
て い る ｡
一 方 ､ 親 水 的 な 低 分 子 物 質 の 外 膜 透 過 は 比 較 的 容
1
易 で あ る ｡ Payn e ら に よ り ､ 大 腸 菌 で は 各 種 サ イ ズ
の ペ プ チ ド を 栄 養 源 と し て 与 え た と き ､ 6 - 8 価 の
ペ プ チ ド ま で し か 透 過 で き な い こ と が 明 ら か と さ れ
た(8)｡ 続 い て ､ 原 形 質 分 離 を お こ さ せ る こ と に よ
り 拡 大 さ れ た 細 菌 の ペ リ プ ラ ズ ふ 空 間 に 放 射 性 同 位
元 素 を 取 り 込 ま せ る 方 法 で ､ 分 子 量66 6の ス タ キ オ
ー ス お よ び そ れ 以 上 の 分 子 量･ の イ ヌ リ ン や デ キ ス ト
ラ ン が 外 膜 を 透 過 で き な い こ と が 二 階 堂 ら に よ り 明
ら か に さ れ た(9)｡ さ ら に ､ 中 江 ら は L P S､ リ ン
脂 質 か ら な る 人 工 膜 に 界 面 活 性 剤 で 可 溶 化 し た 外 膜
賓 白 を 組 み 込 む こ と に よ り ､ 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識
し た 親 水 性 低 分 子 物 質 ( 糖) の 選 択 的 透 過 が 起 こ る
こ と を 示 し た(10)｡ こ の 様 な 機 能 を 持 つ 外 膜 質 白 は ､
大 腸 菌 で は 分 子 量36,5 00の 界 隈 主 要 蛋 白 で あ る こ と
が わ か り(1り ー ポ リ ン と 命 名 さ れ た(12)｡ こ の 賓 白
ば 3 分 子 が 集 合 し て(13)(14)(15)､ 1. 2 - 1. 4rl m の
透 過 孔 を 形 成 し(16)(17)､ 分 子 量600 以 下(18)の 親
水 性 低 分 子 物 質 の 透 過 に 関 与 し て い る ｡
大 腸 菌 で は ､ 通 常 産 生 さ れ て い る O 孤 p F ､ 0 m
p c と 呼 ば れ る ポ リ ン の 他 に ､ リ ン 酸 欠 乏 下 に 産 生
さ れ る P h o E 薯 白(19) (20) (21)や マ ル ト ー ス が 存
在 す る と き に 産 生 さ れ る L a m B 蛋 白(22)(23)(24)
が 現 在 知 ら れ て い る ｡
ポ リ ン 蛋 白 以 外 に 10- 1 5種 類 の 外 膜 質 白 が 知 ら れ
2
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図 2 グラ ム 陰性薗の表層構造 モ デJV(4)
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て い が ､ そ れ ら は 糖(25)､ ア ミ ノ 酸 (26)､ 橡 酸
(､27) の 透 過 に 関 与 し た り ､ コ リ シ ソ (28)､ バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ(29)の 受 容 体 と し て 機 能 し て い る こ と が
多 く の 研 究 者 に よ っ て 明 ら か に さ れ て い る(4 )｡
β - ラ ク ダ ム 抗 生 物 宴 が 細 菌 と 娃 蝕 し ､ 最 終 的 に
細 菌 の 増 殖 を 阻 止 し た り ､ 殺 菌 し た り す る ま で に は
幾 つ か の 過 程 を 経 な け れ ば な ら な い ｡ 棄 荊 の 抗 菌 力
は そ う し た 薬 剤 と 細 菌 と の 相 互 作 用 の 綾 合 的 な 帰 結
と し て 決 定 さ れ る と 考 え ら れ る ｡ 勿 論 ､ 薬 荊 樹 か ら
考 え れ ば ､ 相 互 件 用 の 最 終 結 果 と し て の 抗 菌 力 ( 読
験 管 内 で は 最 小 発 育 阻 止 濃 定 で 一 般 に 表 さ れ る) が
一 番 重 要 で は あ る が ､ 抗 菌 力 の 本 質 を よ り 深 く 理 解
す る た め に は ､ 薬 剤 と 細 菌 と の 相 互 作 用 を 価 々 の 過
程 に ま で 掘 り 下 古ヂ て 酪 折 し な け れ ば な ら な い ｡
β - ラ ク ダ ム 荊 は ､ グ ラ ム 陰 性 園 外 膜 を 透 過 し た
後 ､ ぺ T) プ ラ ズ ム 内 に 入 り そ の 標 的 酵 素 に 到 達 す る ｡
ま
-
た ､ ぺ T) プ ラ ズ ム 中 に は ､ β - テ ク タ ム 珪 を 間 髪
し て β - ラ ク ダ ム 荊 を 不 括 托 す る 酵 素 ( ♂ - テ ク ク
マ - ゼ ) が 存 在 し(30)(31)､ ♂ - ラ ク タ ム 荊 の 標 的
酵 素 到 達 を 妨 ば て い る ｡
従 っ て ､ ♂ - ラ ク タ ム 荊 が グ ラ ム 陰 性 薗 に 対 し て
抗 菌 力 を 発 現 す る た め に は ､ 次 の 3 つ の 因 子 が 重 要
と な る ｡
A
(1)標 的 酵 素 に 対 す る 阻 害 活 性
(2)細 夢 外 膜 透 過 性
(3)β - ラ タ ク マ - ゼ に 対 す る 安 定 性
本 論 文 で は ､ こ の 3 つ の 因 子 の う ち 主 と し て グ ラ
ム 陰 性 菌 に お け る β - ラ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 の 研 究
結 果 を 述 べ る ｡
第 Ⅲ 章 で は ､ 大 腸 菌 ､ サ ル モ ネ ラ 菌 の 生 菌 体 と 新
た に 考 案 し た 外 膜 モ デ ル と し て の 再 構 成 リ ポ ソ ー ム
を 使 用 し て ､ 透 過 経 路 ､ 透 過 様 式 ､ 透 過 に 及 ぼ す 外
膜 成 分 の 役 割 な ど に つ い て 検 討 し ､ ♂ - テ ク タ ム 剤
●
の 外 膜 透 過 機 構 に つ い て の 全 貌 を 明 ら か と し た ｡ さ
ら に ､ β - テ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 に 関 し て 若 干 の
構 造 活 性 相 関 に つ い て も 記 述 し た ｡
欝 Ⅳ 章 で は ､ Ⅲ 章 で 得 ら れ た 知 見 に 基 づ き ､ 聴 凍
上 重 要 な 他 の グ ラ ム 陰 性 菌 種 に つ い て β - ラ ク ダ ふ
剤 の 外 僻 遠 過 機 構 を 検 討 す る と 共 に ､ そ の 外 膜 構 造 ､
外 膜 成 分 (特 に ポ リ ン) の 性 質 に つ い て 検 討 し ､ 大
腸 菌 と の 共 通 点 ･ 相 違 点 に つ い て 記 述 し た ｡ 特 に 臨
凍 上 ､ 日 和 見 感 染 菌 と し て 重 要 な 緑 膿 菌 に 関 し て は ､
そ の 抗 生 物 質 高 度 抵 抗 性 に つ い て 外 贋 造 適 性 の 面 か
ら 考 察 し た ｡
第 Ⅴ 章 で は ､ ♂ - テ ク タ ム 前 の 抗 菌 力 の レ ベ ル の
決 定 に 対 し 外 膜 透 過 性 が ど の よ う に 関 与 し て い る か
を 換 討 し た ｡ 更 に ､ 外 膜 変 異 株 の 棄 荊 感 受 性 を 測 定
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す る こ と に よ り β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 贋 透 過 性 を 簡 易
に 評 価 で き る シ ス テ ム を 考 案 し た . _こ の 簡 易 外 涙 道
適 性 評 価 シ ス テ ム を 使 用 し て ､ 幾 つ か の β - テ ク タ
ム 荊 (透 過■速 度 美 郷 が 国 難 な 薬 剤 を 含 む) の 外 膜 透
過 性 を 評 価 し ､ 本 法 の 有 用 性 お よ び 問 題 点 に づ い て
記 述 し た ｡
/
囲3 β - テク タ ム 荊の グラム 陰性蘭に対す る作用モ デ ル (32)
Oute r
m e mbra n e
CyてOPlas m I
'
c
m e mbr an e
tO
bコ
β-(a ctaヮ
a nti biot)cs
PerJ
'
pJas m L
'
c
SPa C e
6
PenI
'
c‖in ･
binding
pr o tein s
第 Ⅱ 章 樹 . 翠韓 と 方 接
第 1 節 実 験 材 料
菌 株旦二 出
使 用 し た 大 腸 菌
一
(Es che rich ia col i) h
I
- 1 2由 来 の
各 菌 株 と ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (Salrno n el la ty ph im uriu m
) の 各 菌 線 は ､ そ れ ぞ れ 表 1 と表 2 に 示 し た ｡ そ の
他 の 音 程 に つ い て は 表 3 に ま と め て 示 し た ｡
Ⅱ - 1 - 2 プ ラ ス ミ ド お よ び フ ァ ー ジ
ペ ニ シ 7) チ - ゼ 産 生 プ ラ ス ミ ド は良G N823(35)､ E G
N1 4(3ム)､ 宜G N238(35)を 使 持 し た ｡ プ ラ ス ミ ド良GN8
23とE GN14 はせ
'
E M l 塑 ペ ニ シ T) チ - ゼ を 産 生 す る が
互 い に 産 生 董 が 異 な る(36)｡ g G舶23は ア ン ピ シ 7) ン ､
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ､ 水 銀 ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､
ス ル ホ ン ア ミ ド ､ テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 持
つ
o 宜G N14 は ア ン ピ シ 7) ン ､ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､
ス ル ホ ン ア ミ ド ､ タ ロ ラ ム フ ェ エ コ ー
■
ル に 対 す る 耐
性 遺 伝 子 を 持 つ ｡ 虫G N238は 0Ⅹ且 Ⅱ 型 の ペ ニ シ リ ナ -
ゼ を 産 生 し ､ ア ン ピ シ リ ン ､ テ ト ラ サ イ ク リ ン ､ ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ､ ス ル ホ ン ア ミ ド ､ 水 銀 耐 性 遺
伝 子 を 持 つ ｡
使 用 し た フ ァ ー ジ は 表 4 に 示 し た ｡ フ ァ
ー ジ T 6
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表1 使用大腸菌の性貰
Sヒr ain Ge n o type a nd a - men亡s so u r c e and r efe r e n c e s
LT2
SL 1034
TVl1 9
Sl.73 3
m 6 0
m 48
LT2 氾
S u OO4
TA2168
a u 亡O 亡r oph
rfe465
rfb430
rfaE
m e 亡A22† hryB2一 名alT411, rfa418
rfa433
galE
rft4･30, rfaG571
hisC3076I 名alE5061 rfalOO9
T. ぬka e
T. 地 e
T. 尺aka e
T. 斑aka e
T. ぬka e
T. ぬka e
T. Faka e
T. ぬ ka e
T. Naka e
(61)
( 3)
(3)
(3 )
(61)
(61)
(3 )
( 3)
(61)
表2 使用サ ル モ 未 ラ首の性質
s tr ain Ge r10 亡yp色 Or Cα 耶 e nヒs s o u r c e a nd r efe re n c e
CSIO9
CS197
Y＋A21
YAヱ1-6
KY2563
KY2562
KY2209
m 201
F, thi
叩 R, ompC de riv a亡iv 色 Of CSIO9
F, lew , rB e t
Tんr 巳Sis ヒa rlt m u 亡a n 亡 oE Y:N IWith
bepto s eJ eficie rI 亡u S
thi, ts x, rnajA
叩 B de riv a tim of m 563
orFTPFp9 de riv a 亡iv e or
-
KY2562
m pCpl d色ri∇a 亡iv e of KY2562
A･ P･ 軌⊥g51ey
AI P･ Pu名Sley
S . Miz u 5hirrLa
S. MiヱtlShiLrLa
T. Yu r a
T. Yur a
T. Yu ra
T. Yt E a
(62)
(62)
(63)
(6 3)
(64)
(64)
(64)
(64)
表3 そ の他の伐用グラム陰性宮
SEr aill r efe r e nc e s
Se rr 且tia n 協 rCLJ2SC e nC eST- 33
Pr o te u s mir abilis
Pr o te u s n o r;a nii
Pr ote u s v ulgaris
Klebsie r apn etm rlia e
Ciヒr oba cit P_ I fr e undii
T- 26
T-3 0-1
T-3 4
T- 42
ヒ ーヰ7
T- 50
で-55- 1
N51
1510/9
K22- 2
206
GN69/2- 1
GN346/16
En亡e r oba c t e r cloa ca e KH 16
KH22
KH23
KB25
K u 6
.
tQa 8
Enter oba 亡ヒer a e r oge n e s皿102
KⅠ1106
Ps e血 o- ㈹ n a s ae mgl rtO S aPA OI
PAO405与
(6 5)
(65)
●
(6 5)
(65)
(65)
(6 5)
(65)
(6 5)
(6 6)
(67)
(6 8)
(6 9)
(6 7)
(6 7)
(70)
(70)
(70)
(7 0)
(70)I..･
(7(刀
(7(刀
(70)
(71)
(7り
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(37)は 栗 太 ･ 医 科 学 研 究 所 ､ 宮 川 昌 之 介 教 授 よ り ､
フ ァ ー ジT｡ ㌔ (38)は 乗 海 大 学 医 学 部 ､ 中 江 太 治 教
授 よ り ､ フ ァ ー ジTu l a と フ ァ
ー ジTu l b 法 名 古 屋
大 学 農 学 部 ､ 水 島 昭 二 教 授 よ り ､ そ れ ぞ れ 分 与 さ れ
た ｡
抗 生 物 質旦_ 二二⊥ 二 j _ 遡 臥監
使 用 し た 抗 生 物 質 は ､ 以 下 の 製 薬 会 社 よ り 分 与 さ
れ た ｡
ア ン tl
;
シ 7) ン ､ ペ ニ シ 7) ㌢ G ､ タ ロ キ サ シ T) ン ､
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン C ､ ジ タ ロ キ サ シ リ ン ､ セ フ ミ ノ
ッ ク ス ､ 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン ､ 硫 酸 カ ナ マ イ シ
ン (以 上 ､ 明 治 製 菓) ､ カ ル ペ ニ シ リ ン ､ セ フ ァ ヅ
7) ン ､ セ フ テ ゾ - ル ､ セ プ チ ゾ キ シ ム (以 上 ､ 藤 沢
薬 品) ､ セ フ ァ ロ テ ン ､ セ フ ァ ロ リ ジ ン (以 上 ､ 鳥
居 薬 品) ､ ピ ベ ラ シ リ ン ､ セ フ ォ ベ ラ ゾ ン ､ セ フ ァ
レ キ シ ソ (以 上 ､ 富 山 化 学) ､ セ フ ァ ド 口 車 シ ル (
プ T) ス ト ル マ イ ヤ ー ズ) ､ セ フ ァ セ ト 7) ル (日 本 チ
バ ガ イ ギ ー ) ､ ス ル バ ク ダ ム ､ ド キ シ サ イ ク T) ン (
以 上 ､ 台 糖 フ ァ イ ザ ー ) ､ セ フ ォ キ シ テ ン ､ ナ 7) ジ
キ シ ン 酸 ､ リ フ ァ ン ピ シ ン ､ オ フ 口 車 サ シ ン (以 上 ､
第 一 製 菓) ､ テ ト ラ サ イ ク 7) ン ､ ミ ノ サ イ タ リ ン (
似 上 ､ 日 本 レ ダ T) - ) ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ､ セ
フ ォ チ タ ン ､ セ フ ピ ロ ム (以 上 ､ 山 之 内 製 菓) ､ E
0
､J
- 0 7 0 2､ ア ズ ト レ オ ナ ム (以 上 ､ エ ー ザ イ ) ､
K I T - 1 8 0､ S ” - 3 1 9(以 上 ､ 開 発 医 師 鹿
妻) ､ A C1 3 70 ( 味の 素) ､ セ フ メ ノ キ
′
シ ム ､
セ ブ ス ロ ジ ン (以 上 ､ 武 田 薬 品) ､ セ フ ァ ロ グ リ シ
ン ､ セ フ ァ ク ロ ル ､ ラ ダ モ ネ セ フ (以 上 ､ 塩 野 義 製
薬) ､ セ プ タ ダ ジ ム (日 本 グ ラ ク ソ ) ､ セ フ メ タ ゾ
- ル (三 共) ､ テ イ カ ル シ T) ン ､ ア モ キ シ リ ン ､ フ
ル タ ロ キ サ シ リ ン ､ ク ラ ブ ラ ン 酸 (以 上 ､ 日 本 ビ ー
チ ャ ム ) ､ ア パ ル シ リ ン ( 住友 製 革) ､ オ キ サ シ リ
ン ､ メ チ シ ソ ン (万 有 製 薬) ､ イ ミ ペ ネ ム (日 本 メ
ル ク 万 有) ､ ス ル フ ァ メ ラ ジ ン (田 辺 製 薬) ｡
な お ､ そ の 構 造 式 は 必 要 に 応 じ て ､ 本 文 中 で 示
.
し
た ｡
Ⅱ - 1 - 4 試 薬
試 薬 類 は ､ 実 験 方 法 の 項. で 述 べ た ｡ 特 に 表 示 の な
い 限 り ､ 樽 級 拭 棄 を 使 用 し た ｡
Ⅱ - 1 - 5 培 地
① H I ( ハ ー ト イ ン ヒ エ ー ジ 討 ン ) br ot h
( 栄 研 化 学)
ウ シ 心 臓 浸 出 液 500g
ペ プ ト ン 1 0g
塩 化 ナ ト 1) ウ ム 5 g / A pfI7. 4
一
1Q
H I寒 天 培 地 ( 栄 研 化 学)一 は 寒 天且｡5 %含 有
⑧ B H I (プ レ イ ン ハ ー ト イ ン フ ィ
ー ジ sa ン ) br ot h
( 栄 研 化 学.)
コ ウ シ 脳 浸 出 液 20O者
ウ シ 心 臓 浸 出 液
ペ プ ト ン
ブ ド ウ 糖
塩 化 ナ ト リ ウ ム
リ ン 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム
250g
10g
2 g
5 g
2 .5 g / A pf17.4
⑧ マ ッ コ ン キ ー 寒 天 培 地 (栄 研 化 学)
ポ リ ペ プ ト ン
乳 糖
塩 化 ナ ト リ ウ ム
中 性 紅
ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
寒 天
④ ド リ ガ ル ス キ ー 改 良 寒 天 培 地
肉 エ キ ス
ペ プ ト ン
乳 糖
プ ロ ム チ モ ー ル ブ ル ー
1･)て
20 g
lO g
lOg
0.0 3g
0. 001 g
14g / A pH7.0
( 栄 研 化 学)
4 g
lO g
lO g
0 .0 4g
寒 天
⑤ ク リ ダ ラ ー 確 証 培 地 ( 栄 研 化 学)
肉 エ キ ス
ペ プ ト ン
乳 糖
塩 化 ナ ト リ ウ ム
チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
硫 酸 第 一 銑
フ ェ ノ ー }L, レ ッ ド
寒 天
⑥ S i M培 地 ( 栄 研 化 学)
肉 エ キ ス
ペ プ ト ン
チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
塩 酸 シ ス テ イ ン
ク エ ン 酸 錬 ア ユ′ モ ニ ウ ム
寒 天
16 g / A pH7. 4
4 g
15 g
lOg
l g
5 g
0.0 8 g
0 .4 g
0. 2 g
15g / A Ⅰ川7 .4
3 g
30 g
0.0 5 g
0.2 g
0. 5 g
5 g / A pH7.4
:
⑦ シ モ ン ズ ･ ク エ ン 髄 ナ ト リ ウ ム 培 地 ( 栄 研 化 学)
T) ン 酸 - 水 素 カ 7) ウム 1 g
ワ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム 1 g
'ク エ ン 酸 ナ ト 7) ウム 2 g
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硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム
塩 化 ナ ト リ ウ ム
プ ロ ム チ モ ー ル ブ ル ー
寒 天
⑧ リ ジ ン 脱 炭 酸 拭 駿 用 培 地
酵 母 エ キ ス
ペ プ ト ン
Iノ ー リ ジ ン
ブ ド ウ 糖
ブ rl ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー
0. 2 g
5 g
0 .0 24g
15g / A pロ6. 7
( 栄 研 化 学)
3 8
5 g
5 g
0.0 2g / A pII6. 6
⑨ ブ ド ウ 糖 リ ン 酸 ペ プ ト ン 培 地
ペ プ ト ン
ブ ド ウ 糖
リ ン 酸 - 水 素 カ 7) ウム
⑩ N ( 普 通)br o tb (栄 研 化 学)
肉 エ キ ス
ペ プ ト ン
塩 化 ナ ト リ ウ ム
( 栄 研 化 学)
7 g
5 畠
5 g / A pH6..9
3 g
10g
5 g / A pfⅠ7. 0
@Pe rla S S ay br ot h(Anti b iot ic Med iu m 3 )
(D ifc o )
i3
ビ ー フ エ キ ス
酵 母 エ キ ス
ペ プ ト ン
ブ ド ウ 糖
塩 化 ナ ト リ ウ ム
T) ン 酸 - 水 素 カ 7) サ ム
ソ ン 酸 土 水 素 カ リ ウ ム
@ L - broth
ポ リ ペ プ ト ン
酵 母 エ キ ス
ブ ド ウ 糖
塩 化 ナ ト 7) ウ ム
@ M 9 - Med iu m
無 水 リ ン 酸 水 素 ナ トリ ウ ム
無 水 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム
塩 化 ナ ト リ ウ ム
塩 化 ア ン モ ニ ウ ム
1.5 g
1.5 g
5 g
l g
3.5 g
3.6 8 g
1. 3 2g / A pfI7 .0
10g
5 g
1 g
5 g / A pf17.2
60g
3 0g
5 g
10g / A
以 上 ､ オ ー ト ク レ
ー ブ で 滅 菌 後 (n9- Saユe )
ヽ ■
+
の 1 00nlR を 滅 菌 水 830m R に 加 え ､ 別 に 滅 菌 し た
20 % ブド ウ 糖 液 20m R ､ 0. 1H硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 水 溶
液 10m R ー 0 .0 1H 塩 化 カ ル シ ウ ム 水 溶 液 10m R ､ 2
% カ ザ ミ ノ 酸 (vita min e fr e e ､ D i fc o ) 水 埼 液50
1甘
m R を 加 え る ｡
⑭Hed iu m 且(59)
リ ン 酸 水 素 ニ カ リ ウ ム
リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム
ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム
硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ･ 7 水 塩
硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
⑯ 永 島 ら の 門ed iu m 且(72)
普 通br otb
酵 母 エ キ ス
グ リ セ ロ - 〟
リ ン 酸 水 素 ニ カ リ ウ ム
リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム
1F5･
7 g
3 g
0 . 5 g
0. 1 g
l g / A p斤7.0
7 g
l g
2 g
3.7 g
1. 3 g / A
節 2 節 実 験 方 法
Ⅱ - - 21-㌔- 1 外 膜 賓 自 の 鋼 製 法
外 膜 蛋 白 は ､ 松 橋 ら の 方 法(39)に 従 っ て ､ 順 西 分
の Sa r c o syl N し97不 描 画 分 と し て 鋼 ,%Tiし た ｡ 3 7℃ ､
一 夜 培 養 南 液 10m .a (ll ト br o th) を 200m R の I- e r) a
s s a y bI､ OtI=こ 接 種 し ､ 3 7
凸
c で 4 時 間 板書琵 培 凍 後 ､ 紫
蘭 (了500× g ､ 1 5min ､ 4
b
c) し た (, 菌 体 杏 1OFnM
リ ン 酸 緩 衝 液 (p!1 7.0 ) で - 一 回 状 沖 後 ､ 0.1 4円
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含 有 リ ン 政 経 柄 液 (I川 7. 0)
to耶 _e に サ ス ペ ン ド し ､ 水 冷 下 で 超 音 披 破 砕 (201(c ､
2min) 後､ 逆 心 ( 3300× g ､ 1 Unlill ､ 4 ℃) し て 上
浦 を 分 取 し た ｡ 更 に ､ こ の 上 晒 を 遠 心
■
(10(),()(() ×
g ､ ′生Onlin ､ 4 ℃ ) し ､ 得 ら れ た 膜 両 分 を 10m‖ リ
ン 酷 緩 衝 液 (pfI7 .0) で 2 回 洗 浄 後 ､ 同 緩 輸 液 1 打l
.e に サ ス ペ ン ド し た ｡ 次 に ､ 終 悲 度 が 2 - 3 9J() Cこ な
る よ う に Sa r c o syl N L- 9 7措 液 を 加 え ､ 1 5- 2 0
<l
c で2 0
分 間 放 置 後 ､ 沈 毅 を 1 %Sa r c o syl Nl, - 9 7稽:舷 で 再 処
理 し ､ 再 び 遠 心 (100.000 × g ､ 4 0min ､ 4
o
C) し
た ｡ 得 ら れ た 洗 顔 を 再 潜 水 に サ ス ペ ン ド し 遠 心 (1 0
0. 0 00× g ､ 4 0min ､ 4 ℃) 後 ､ 沈 職 を 1 - 2 m A
の 再 溜 水 に サ ス ペ ン ド し た ｡ L( 川 r･ y 法(40)に よ り 蛋
白 量 定 量 後 ､ 外 股 試 料 と し た .
･
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ポ リ ア ク･リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動且ニニ 出 邑塵 _盟
A
[ 試 薬]
”, ”, Ⅳ, ” - Tetr a m e七hylethyle n ed ia min e (T E H E Dう ､
β - メ )i, カ ブ ト エ タ ノ ー ル は ､ ”, N
'
一 触 thyle n eb is a c
ri la mide ､ Acryla mi de は 関 乗 化 学 よ り ､ Sod iu rn la tl
ri ls ul fate (S O S) は B D 日 より ､ Co om a BSie
bri l l ia nt b lu e ､ Tris はS igma よ り ､ Br omphe n ol
b lu e は 生 化 学 工 業 よ り ､ 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ､ グ
T) シ ン ､ グ T) セ ロ - ル ､ 酢 酸 ( 特 級) ､ メ タ ノ ー ル
( 特 級) ､ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ( 特 級) は 半 井 化 学 よ
り そ れ ぞ れ 購 入 し た ｡ ま た ､ 電 気 泳 動 用 棲 準 茸 白 は
P ha r n a cia F in e Chemic als よ り 購 入 し た l｡ こ の 分 子
董 マ ー カ ー は 以 下 の 蜜 白 を 含 む ｡
Pho spho ryla s e b
A l bu min e
Ov al bu mill e
Carbo nic arlhydr as e
Try psiTl i･nh i b i to r
α - La ctal bu min
分 子 量 94,0 00
67,0 00
43,0 00
30,000
2 0,100
14,0 0 0
[ 操 作]
神 尾(41)､ La e m ml i(42)の 方 娃 を 一 部 改 良 し て 行
っ た ｡ 蛋 白 試 料 ( 1 - 3 mg/ ml) に 同 量 の Sa mple
buf fe r を 加 え て ､ 密 封 し て 100℃ で 2 分 間 加 熱 処 理
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表4 Sta ckingゲ ル ､ Sepa ratingゲ ル ､ Sa mple bufferと泳動 Btlffe r の 組成
Sepa r atin el (a c ryla mi de 1 0 7o)
a c てyla m土de : B工S (3 0:0･ 8)
i. 5 M Tris - tIC 1(p技 8 . 8)
IO 完 SD S
T E M EI)
d 土s亡土1 1ed w a亡e r
l O冨 a 皿m On iu m pe r s ul fa亡e
Spa c er get
acryla mi de :
‾
B 工S (3 0:0･
) . 5iyI Tris - 巳C 1(pB 6. 8)
】0 完 Sr)S
T E 凹E D
d土s亡土1 1e(1 w ate r
1 0買a m m o niu m pe r s uL fa亡e
(a c ryla mi de1 5 完)
Sa mple bu王fe r
0. 5M Tris - 甘C 1
8)
5m1
3 . 7 5ml
O . 15Ⅶ1
0. 0 05m1
6. 0 2ml
0. 0 7 5ml
lml
l. 5Tn1
0 . 0 6ml
0 . 0 0 3m1
3 . 3 81nl
O. 0 6ml
I ?. . 5ml
1 0 完S t)S 20m1
;;冒e{e;…写亡o e亡ha n o1 5
'
1 .
0
:王
br o m ophen ol b lu e O ･ 0 4 完
Elec亡r ode buffe r
Tris 3. Ig
gLycin e 14･ 4g
sDS I. Og
in lO O OnL of d isti ued W ate r a nd Ehe
'
n
adju s亡ed pE 8･ 与 ad d d ing 技CI
B工S; .N ,N - m e亡hyle ne
- bisa c ryla mide , S DS; s od iu m dode syL s u
l fate ,′
T E血 D; ”,N , N
'
,
N!- 亡e亡T ameEhyle亡hyle n ed ia min e
1､･B
し た ｡ を の 5 - 且O p R を 一 回 の 泳 動 に 潤 い た ｡ 泳 動
は 室 温 で 25mA ､ 約 2.5時 間 行 っ た ｡ な お ､ Sa mple
buf fe r ､ 泳 動 バ ッ フ ァ ー ､ ゲ ル の 組 成 は 衷 4 に 示 し
た ｡ 蛋 白 バ ン ド の 染 色 は Fairba nk ら の 方 法(伯)に 従
っ て ､ 4 段 階 で 行 っ た ｡
(1)25 %イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ー 0｡ 0 2 5 %Co o m a s sie
bri ll ia1t b ltJ e - 10 %酢 酸 混 液 で 40分 間 固 定 ､
染 色 ｡
(2)10% イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
ー 0. 0 025 %Coo n ac s sie
bri l l ia nt b lu e - 1 0 %酢 酸 混 液 で 1 時 間 固 定 ､ 染
色 ｡
(3)0.0 025 %Co o m a s si8 bri l l ia nt b ltl e - 1 0 %酢 酸
で 1 時 間 染 色 ｡
(4)10 %酢 酸 で 脱 色 ｡
&
[試 薬]
尿 素 は 拭 薬 特 級 (和 光 純 薬) を 用 い た ｡ そ の 他 の
拭 費 は
'
(A ) 娃に 準 じ た も の を 使 用 し た ｡
〔操 作]
Schn ai tm a nの 方 法(44)に 従 っ て 行 っ た ｡ な お ､ 染
色 そ の 他 の 操 作 は (A) 法に 準 じ て 行 っ た ｡ Separ a
tingゲ ル の 組 成 は 表 5 に 示 し た ｡ S ta ck ing ゲ ル と 泳
動 バ ッ フ ァ ー の 組 成 は (A ) 法と 同 じ も の を 使 用 し
i
':'
白
た ｡
表 5 Sepa r at ing ゲ ル の 組 成
a cryla mi de 7 %
bis a c ryla mi de 0.1 7 %
a m m o Tliu mpe r s ul fate 0 .0 06 %
T E M E D 0.12%
S D S 0.1 %
in 8H Ur e a - 0. 3 75H Tris - H C l(p打 8.8)
+ぷユ _ 塞 _監 旦朗 二 迦旦 虹 迎 む+旦且 _ 乙旦_ 且 ⊥ 生Z_+L L亀盈
泳 動
[ 試薬]
(B) 法に 準 じ た も の を 使 用 し た ｡
[ 操 作]
水 鳥 ら の デ ィ ス ク 電 気 泳 動(45)を ス ラ ブ 電 気 泳 動
に 改 変 し て 行 っ た ｡ Sepa r at ing ゲ ル の 組 成 は 表 6 に
′
示 し た ｡ 5 mg/ m R の 茸 自 演 度.
の サ ン プ ル 5 Op R と
1.2 5 %- 1. 2 5 %β - me r c aptet ha rL Ol 清 液 20 0p R を
エ ッ ベ ン ド ル フ 中 で 混 合 し ､ 1 00℃ で 5 分 間 加 熱 し ､
直 ち に 185ng の Ur e aと 1 %B P B25メJ R を 加 え ､ そ
の 10p R せ ゲ ル に ア プ ラ イ し た ｡ 泳 動 は0. 1 %S D S-
0.1H s odiu Tn Pho sphate (pH 7.2) 申で 最 初 の 1 時
間 は30mA ､ で そ の 後60m且で 行 っ た ｡ 2 0 %ス ル ホ サ 7)
2 0
テ ル 酸 で 12時 間 固 定 を 行 っ た 後 ､ 0.2 5 9(oCo om as sie
bril l ia nt b lu eで 4 - 5 時 間 染 色 し た ｡ 脱 色 は 7 %
酢 酸 で 2 - 3 日 行 っ た ｡
表 6 Sepa r ating ゲ ル の 組 成
a c ryla ni de 8 %
B I S- a c ryla mi de 0 .1 3 %
s o s 0.5 %
TE H ED
a m m o niu mpe r s ul fate
in 8H tl r ea - 0. 1月 Sod iu m pho sphate
旦= 出 藍
⊥連⊥ _整 地 臥監
H ト br oth 申 で 37℃ で 一 夜 培 養 し た 菌 液 をガト br oth
で 100倍 希 釈 し ､ そ の 5 p A ( 約3 × 10c el l / ”
A) を ミ ク ロ プ ラ ン タ ー ( 佐 久 間 製侍 所) を 用 い て
2 倍 希 釈 系 列 の 棄 剤 を 含 む H i - 寒 天 培 地 平 板 に 接
種 し ､ 3 7℃ ､ 1 8時 間 培 養 後 判 定 し た ｡ 棄 荊 感 受 性 は ､
薬 剤 の 被 換 菌 に 対 す る 最 小 発 育 阻 止 濃 度 (H irlin u m
lnb i b ito ry Co n c e ntr atio n : M I C, 〝 g / ml) で
表 し た ｡
(B) バ イ オ フ ォ ト メ ト 旦_二 度
之1
B io - pho to m eter (B io - Log Ⅱ pho to mete r, Job in
- yv on ) を用 い て 蘭 培 養 液 の 港 度 を 経 時 的 に 連 続 測
定 し た ｡
B io - Log Ⅱ 用 の セ ル に E I- br ot h8 m R と
一 夜 培 養 液
o. 5 m R を 入 れ ､ Bio - Log ‡ 申 に セ ッ ト し て 3 7
q
c で
T % - 2 0 %に な る ま で に ス タ ー ラ
ー で 撹 拝 て な が ら
培 養 し た ｡ こ こ で 被 検 薬 剤 を セ ル に 注 入 し た の ち ､
4 時 間 以 上 凍 度 の 変 化 を 記 録 し た ｡ ♂ - ラ ク ダ ム 荊
に 対 す る 感 受 性 は 海 度 が 薬 剤 添 加 時 の 10 % 以 下に 低
下 し た と き を 完 全 淳 菌 と み な し ､ そ の 最 小 薬 剤 濃 度
を M I C 値 と し た ｡
旦_ i
菌 捧 へ の ペ ニ シ リ ナ - ゼ 産 生 プ ラ ス ミ ド の 導 入 は
接 合 伝 達 及 び 形 質 転 換 に よ っ て 行 っ た ｡ ト ラ ン ス コ
ン ジ ュ ガ ン ト 又 は ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト は 菌 種 確 認
後 ､ 棄 荊 感 受 性 と ペ ニ シ 7) ナ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を 測
定 し て 当 落 プ ラ ス ミ ド の 導 入 を 確 認 し た ｡
(a)接 合 伝 達
H ト br .t h に一 夜 静 置 培 養 し た 菌 液 を 同 培 地 で 希 釈
し ､ L - チ ュ ー ブ を 用 い て O D6-0 - 0. 4 - 0 .5 -ま で 振
堂 塔 養 し た 供 与 菌 お よ び 受 容 蘭 液 を 1 : 1 0 又は 1
‥ 5 の 割 合 で 混 合 し た ｡ 混 合 菌 液 を 適 当 な 選 択 費 荊
を 含 む 寒 天 平 板 上 で 選 択 を 行 い ､ ト ラ ン ス コ ン ジ ェ
之?A
ガ ン ト を 得 た ｡
(也)形 質 転 換
cohe n ら の 方 法(る6)に 従 っ て 行 っ た .
一 夜 静 置 培
養 し た 菌 液 を 希 釈 し ､ L - チ ュ ー ブ ( 10m R) で 嘩 堂
塔 毒 し た ｡ O D6-0 - 0. 4 - 0. 5 に お い て ､ 4
b
c で 遠
心 (5 000rpm , fli ta ch iO5PR - 7 ) し ､ 集 薗 後 ､ 1 0 m
R の10mH NaC l に サス ペ ン ド し ､ 再 び 葉 蘭 す る ｡ そ
れ を 5 m R の 50mM CaC 12 に サ ス ペ ン ド し 葉 蘭 し た .
5 m R の 50mH CaC 12 に サ ス ペ ン ド し ､ 0 ℃ ､ 5 分 間
水 冷 し た ｡ 予 め ア ル ミ キ ャ ブ 付 き 小 試 験 管 に 入 れ て
水 冷 し て お い た2 0- 5 0p E の D N A にこ の 菌 液 を0.
2 m R 加 え 1 時 間 氷 冷 し た ｡ 45℃ で 2 分 間 加 温 (he
at sho ck) し た ｡ 水 冷 後 ､ L - br oth あ る い はB H ト br
oth を 5 - 10 m R 加 え ､ L - チ ュ ー ブ で 2 - 5 時 間 ､
3 0℃ に て 穏 や か に 振 豊 培 養 し ､ 適 当 に 希 釈 あ る い は
濃 縮 し ､ 速 択 薬 剤 を 含 ん だ 平 板 に て 選 択 し た ｡
吐 乳星盈
【理 論】
β - ラ ク タ ム 前 の 外 膜 透 過 性 測 定 原 理 は ､ ペ リ プ
ラ ズ ム に 局 在 す る β - ラ ク タ マ ー ゼ を 利 用 す る も の
で あ る ｡ ペ リ プ ラ ズ ム 内 濃 度 S i は滞 井 ら の 方 法(4
7)で 求 め た ｡ 生 面 終 に お け る ペ 7) プ ラ ズ ム 内 濃 度 を
S i と す る と ペ リ プ ラ ズ ム で の 棄 荊 の β - ラ ク ク マ
2 3
図4 外膜透過性滑定法の 原理
‰
○
＼
童謡毒
y叶
b P-tL1⊂也L)･
q nlね
'
d k
? -tDdDL7tC SZ
吋 b 血茄 屯tt5PC C E
SE.1 :
S i:
.
k:” :
V i:
∀d :
JL
′l
面 体 外 書 箪 濃 厚 (.F
L M)
ベ リ プ チ ズ ム 内 .i,賓 濃 厚 ( .LLt
l :,
観 察 票 試 料 L)
r
) 道 顎 芝 草 に 対 す る にm 噌 (.ii M)
生 面 捧 痛 の 辞 票 癌 性 か ら 上 溝 試 料 ,I) 欝 貢 高 性 を
差 し 引 い た も の ｡
帯 諦 蚕:･t7 の 罪 責 活 性 か ら 上 溝 試 料 の 醇 票 店 性 を
差 し 引 い た も ,J
-
I
l
o
〉ma x :
Vi=
)d=
欝 茅 の 景 /i:加 水 分 崩 速 度
〉m a x･ Si
- - 1 ･ - - -
-
I - -
- - - - - - - - 1 ･ ･ ･ ･ ･- ･ - - - - - ･ ･ - - - - - I - - -(1)
･ - - - - I - - - A - 1 ･ - I - - - 1 ･ - - - - -- - - ･ ･ - I - - - - - I - ･ ･
- - -(2)
Km ＋ Sう
Vmax ･ So
Km 十 So
〉う
Si= - X
Km ･ So
･ ･ - - ･ - I - ･ - - ･ ･ - -- I - ･ ･ - - - -(3)
)d Kn 十 So - So ･ (Vi /V d)
vdi ff= C ･ (So -Si) ･ ･ - ･ - ･ -
-
- - -
-
･
･ ･ - - - - - ～ - - ー ー ー ー - - - - - - I - - - - - - - - 一個
S i･ Vn a x
V hyd｢ o=
C=
Km ＋Si
I -
- I -
･
- - - - - I - I - ～ - - - - - ･ ･ - - -
-
- ･ - -
･ - - - - - - -(5)
Vmax ･ Sう
- - ･ 1 - - - ～ - I - - - ･ ･ - A - -
- - - - ～ - ～ - I - - - - - - - l l(6)
So - Si Kn＋ Si
Km
vmax=( l＋ - ) ･ 〉d ･ - - ･ ･ 1 - - - - ･ - - - - 1 1 ･ ･ -- - - I
- - - ･ - - - - ･ ･ - - - - -(7)
So
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十 ぜ に よ る 分 解 速 度 は ミ カ エ 7) ス ｡ メ ン テ ン の 酵 素
反 応 速 度 式 か ら(1) 式 が成 り 立 つ ｡ 一 方 ､ 超 音 波 破 砕
心 た 細 胞 懸 濁 液 で は β - ラ ク ク マ ー ゼ の 基 質 濃 度 は
外 部 境 度 に
水 分 解 速 度
度 式 か ら ､
成 ･り 立 つ ｡
に つ い て 解
式 が 導 か れ
生 菌 体 に
ペ リ プ ラ
( 定 常 状
c k の 拡
リ ス ･ メ
め る (6)式
な お ､
液 で の 酵
る が ､ こ
た(7) 式 よ
透 過 定
等
は
し い か ら
ヽ
､
･
β - ラ ク ダ マ - ゼ に よ る 加
ミ カ エ リ ス ･ メ ン テ ン の 酵 素 反 応 連
反 応 液 の 薬 荊 濃 度 を S o と す 卑 と(2)式 が
(1) 式 と(2)式 か ら V m a x を 消 去 し て S i
く と ペ リ プ ラ ズ ム 肉 感 度 S i を 求 め る(3)
る ｡
お け る β - ラ ク 夕 ム 剤 の 外 膜 透 過 速 度 が
ズ ム
態 近
数 式
内 に
似)
お け る 加 水 分 解 速 度 と 等 し く な る
と 俣 足 し て ､ 透 過 速 度 を 表 す F i
((4)式) と 加 水 分 解 速 度 を 表 す ミ カ エ
ン テ ン の 式 ((5) 式) か ら ､ 速 度 定 数 C を 求
が 導 か れ る ｡
V m a x は 過 剰 の 基 質 董 存 在 下 で の 破 砕 菌
素 活 性 を 測 定 す る こ
こ で は ミ カ エ リ ス ･
と に よ っ て も 求 め ら れ
メ ン テ ン の 式 を 変 形 し
り 計 井 に よ り 求 め た ｡
数 C は 表 面 積 に 比 例 す る 値 で あ る の で ､ 表
!面 積 で 規 格 化 し な け れ ぱ な ら な い が ､ 生 菌 体 表 面 積
を 実 際 に 測 定 す る こ と は 難 し い の で ､ ポ シ ュ ロ - A
比 色 計 で 凍 度 (O D- 6 10n m ) を 測 定 し て ､ 予 め 作 成
し た 海 産 - 乾 燥 菌 体 重 量 の 検 量 線 に よ り ､ 反 応 液 中
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の 菌 体 重 量 を 求 め ､ 乾 燥 菌 体 重 量 で 規 格 化 し た ｡ な
お ､ 外 膜 透 過 性 の 計 算 は N E Cパ ー ソ ナ ル ･ コ ン ピ
ュ
ー タ ー P C9 8 0 1 を使 用 し て 行 っ た ｡ そ の プ ロ
グ ラ ム ･ i) ス ト を 以 下 に 示 し た . な お ､ ス プ ラ イ ン
フ ィ ッ ト ( 行 番 号2900 か ら3520) に よ る 菌 体 亀 量 算
出 部 分 は ､ 京 都 大 学 薬 学 部 ､ 山 岡 清 博 士 の 好 意 に よ
り ､ ｢ マ イ コ ン に よ る 薬 物 速 度 論 入 門 + の プ ロ グ ラ
ム を 使 博 さ せ て 頂 い た ｡
[試 薬]
リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム ( 和 光 純 黄､ 試 案 特 級) ､ リ ン
酸 - カ T) ウ ム ( 和 光 純 棄､ 試 薬 特 級) ､ 塩 化 ナ ト 7)
ウ ム ( 和 光 縄葉 ､ 試 薬 特 級) ､ タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム ( 半 井化 学 ､ 試 薬 特 級) ､ ヨ ウ 他 力 リ ウ ム (
和 光 縄 費 ､ 試 薬 特 級) ､ ヨ ウ 素 ( 半 井 化 学､ 試 畢特
級) ､ 可 溶 性 デ ン プ ン (メ ル ク) ､ H E P E S( 和 光 純
薬 ､ 試 薬 特 級)
[ 操 作]
(a)試 料 の 謂 製
① β - ラ ク ダ マ ー ゼ 産 生 能 を 持 つ 被 挽 菌 の 前 培 養 液
1 0 m R を 200m R の Pe n a s s ay br ot h20 0m R に 希 釈
し ､ 坂 口 フ ラ ス コ で 37'c で OD - 0.4 - 0. 5 まで
振 豊 培 養 し た ｡
② 遠 心 (700rpm , 1 5 min ､ 2 0℃) し て 集 薗 し た ｡
1 mM 朋g S ot. を 含 む0.1 RIM の 7) ン 酸 緩 衝 液 (p古 7
∠･6
. o) で 一 回 洗 浄 後 ､ 適 当 量 の 同 緩 衝 液 に 懸 親 し ､ こ
れ を 生 菌 捧 液 と し た ｡ 菌 濃 度 は β - ラ ク ダ マ ー ゼ 活
性 謝 定 に 適 し た 酵 素 活 性 と な る よ う に 調 整 し た ｡
③ 生 菌 体 液 の 1 5 m R を 超 音 波 処 理 (Br a n son s o ni f i
e r cel l d is r upto r 2 00: 20R
'
i, 0
o
C ､ 2 min ) し
て ､ 破 砕 菌 液 と し た ｡
④ 生 菌 体 液 の 一 部 を 遠 心 ( 佐 久 間 製 雅 所､ モ デ ル M
- 1 5- 3 : 5 0 0rpm ､ 3 min ､ i o℃) し た も の を 上 清
拭 料 と し た ｡
(ち)測 定
鋼 製 し た 生 菌 体 液 ､ 上 滑 試 料 お よ び 破 砕 菌 液 を 酵
素 試 料 と し て ､ No vic の ミ ク ロ ヨ ー ド 法(48)を 一 部
改 変 し て 測 定 を 行 っ た ｡ 基 質 濃 度 は ペ ニ シ 7) ン 系 菜
剤 時20- 3 00p M ､ セ フ ァ ロ ス ポ 7! ン 系 の 棄 苅 は5O
- 2 000p tf の 間 で 数 段 階 を 選 ん だ ｡ 酵 素 反 応 は30℃ ､
1 5分 間 行 っ た ｡ 0.1 5H タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト T) ウ ム 清
液 0.5 m R を 加 え て 反 応 を 停 止 し ､ ヨ ウ 素 デ ン プ ン
試 薬 1.5 m R を 添 加 し て 20分 間 室 温 放 置 後 ､ ペ ッ ク
マ ン 比 色 計 (Model 24) を 用 い て 595nm の 吸 光 度 を
測 定 し た ｡ 対 照 は ､ 酵 素 試 料 を タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 溶 液 添 加 後 に 加 え る 以 外 は ､ 上 記 と 同 様 に 操
作 し た ｡ こ の と き 得 ら れ る 生 薗 捧 液 ､ 破 砕 菌 体 液 で
の 酵 素 反 応 速 度 を そ れ ぞ れV i､ Vd と し た｡ 菌 体 か ら
の 酵 素 の 漏 出 が あ り ､ 正 確 な 透 過 性 の 測 定 が 固 弟 で
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あ っ た の で ､ 遼 心 上 清 拭 料 の 酵 素 塙 性Vs up をV i､ V d
か ら 発.し 引 い た も の を 真▲の V i､ V d植
､と し た ｡
透 過 定 数 C を 求 め る 場 合 に は ､ 基 質 漉 度 を 一 定 に!
し て 各 反 応 時 間 の 分 解 基 質 量 を 測 定 し た ｡
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JO CATE (BX＋210＋ 4 )半8- 7 ,( B Y十8)¥1 6＋2
PR INT ｢ ⅠME
-
R ET〕RN
′
/ / / / / / / / / /GRA P HDR A 〕ING //// / / /// / /// / / / / / / / / /
米G RA PH
Xl=O
X2= U U
Y l= A井Xl＋C
Y2= A半×2＋C
X X l=8X十×1米14米30/ U u兼5/6
X X 2=BX＋X2半14美3 0 /u U*5/ 6
Y Y l=8Y - Y1兼300
YY 2=B Y- Y2*3 0 0
+ ⅠN E(×Xl,Y Y l )- (×X 2,Y Y2),0 0
RE T URN
I
/ / / / / / / / / / / / / / /cAu C U LA TI ON / / / / / / / / / / / / / / / // /
*CAL
⊂+ S 1
CLS 3
+ O CAT E
IN PU T
J O ⊂AT E
I NPU T
L O CAT E
I-N P U T
C L S1
J O CAT E
INPUT
2 0,9
S U B S T RATE
一
;x$
2 0,10
S T R A IN
'
;Y $
2 0,l l
DAT E
`
;Z5
2 0,9
F VAL U E
■
;Q
C L S 1:C O N S O L E OT,24, i ,i
L ロC ATE 17,3
L O CAT E 2 0,ll : I NPU T;S ES
+ O CAT E 2 0,ll
I N P U T
暮
c oNC O F C E L +
-
;U
C L S1
LO CAT ∈20,10
IN PU T
'
c o N C O FAN T IB I O T IC S
-
;U
L O CAT E2 0,ll
IN PU T
.
KM
一
; K M
VD=A D I S米8 5/Q/U
VI=A I N T*8 5 / Q/U
US= AS UP3(8 5 /Q/U
V D= VD - US
UI= ∨Ⅰ - US
U M=(1十KM/U)3(V[〕
S I'= ( VI/ VD)*Krl*U
S I=S I/( KM＋∪ - ∪米(VⅠ/V O))
C= VM兼S I /(K M十S I )
C= C / ( U- S I)
C L S 1
L O CA TE 2 0,9
P R I NT
■
o D S U P- - - - - - - - 一 - - - - - -
I F S ES( )
.
N O T U S E
.
T H E N G O S U B*S P L
;AS U P
+ O CAT E 2 0,1 0
P RINT
l
o D INTAC T- - - - - - - - - - 1 J ;AINT
3 2
2 5 5 0
25 占0
2 5 7 0
2 5 日0
2 590
2 & 0 0
2 る10
262 0
2る3 0
2 る40
2占5 0
2るる0
267 0
268 0
269 0
2 7 0 0
2 71 0
2 7 2 0
27 3 0
2 7 40
275 0
27る0
2 770
27 8 0
27 9 0
2 日0 0
2 810
2 8 2 0
28 3 0
2∈)40
2日5 0
28 占0
2 8 7 0
28 8 0
2 8 9 0
2 9 0 0
2 9 10
2 9 2 0
2 9 3 0
2940
2 9 5 0
2 9占0
2 9 70
2 9∈)0
2 990
3 0 0 0
3 0 1 0
3 0 2 0
3 ロ3 0
3 0 4 0
3 0 5 0
3 0 る0
3 0 7 0
3 0∈;0
3 0 9 0
3100
3 1 1 0
3 1 2 0
313 0
3 140
315 0
31 6 0
3 17 0
3 1 8 0
3 1 9 0
L O CATE 2 0,l l
P R I NT
'
o D D ISR U P T- - - - - 一 - - - - -
I
; A〔〕I S
J O CA TE 2 0.12
PR I NT
-
VI ;∨Ⅰ
+ O CA TE 2 0.13
P RINT
`
vロ ー ー ー 1 - - - - - - - - -- - - - - J ;vo
L O CAT E 2 0,1 4
PRINT
-
V M A X- - - - - - - - - I - - - - 1 J ;v M
L O CA TE 2 0.1 5
P R INT
I
S I ;S I
L O CATE 2 0,1 る
PRI NT
'
v I / VD - - - - - - - - - - - - - - J ;vI/ VD
J O CAT E 2 0,17
P R INT
`
c - - - - - - - - - - - - - - - - -
J
;c
L P R I NT
LPRIN T
J P R INT
J P R INT
JP R INT
JP R INT
LP RIN T
L PRI NT
LP R工NT
LP RINT
LP RINT
J P R TN T
LPRIN T
L P R IN T
LP RIN T
JP RINT
J P R 王N T
JP RINT
D I L=O
R E T URN
Sub5 七r ate - - - I - - : ; XS
Stra in - - - - - - - - - J ;y S
DAT E- - - - - - - - - - - -
I
;zS
F V A LUE- - - ー ー ー ー ー ー
I
;Q
C ONC O F C E L L- - - -
I
;u
C ONC OF A N TI B I OTICS- J ;u
K M- - - - - - - - - - - - - -
'
:K M
0[) SU P- - - - - - - - I : ;A S U P
O ⊂) 工NTAC T- - - - - - -
I
; AI N T
00 DI SR U P T- - - - - -
I
;AO I S
発 駅倍率 - - - - - - - J ;K D/K I
∨Ⅰ
VD - - I - - - - - - - - - - -
U M A X- - - - - - - I - - - -
S 工
'JI /VO - - - - - - - - - - -
VI
UO
VM
Sエ
リⅠ/VD
C- - - - - - - - - - - - - -
■
;C
*S PL
D IM TXく7)
C L S 3
I F S E事=
-
I F S ES=
一
I FS E5=
-
IF S E 事=
`
工F S E5=
`
Cub ic Splin e
,CY (7),∪(3 00),U (300),UUく10 0) ,V U(10〔))
ど .C O L I
'
T HEN N=る
S E R R ATIA
`
T HE N N=7
P ROTEU S
J
TH E NN=7
P S E U D O M O NAS
一
丁H EN N=る
E - - S U C
一
丁H E NN= 7
I F S E事=
t
KL E B S I E L LA
'
T H EN N=6
I F S E雪;
'
･E .C OLI
I
T HE N G O SU B*C O + I
I F S E S=
A
s E R RAT I A
'
T H E N G O S U B美M AR
I F S E 事=
■
p R O TEU S
.
TH E N G OSUB 半P RO
I F S ES=
'
ps E U D Orl NA S
'
THEN G O S U B*PS
I F S ES=
.
ど - - S U C
-
TH E:N G O SU B菜S U C
I F S E雪=
'
KL ∈B S I E L LA
暮
TH E N G O S U B半KL E B
CU B IC SPL INE
G O SUB 3 210
Nl =15 1:OX= くT X( N )一 丁X ( 1 ))/ ( Nl - 1 );+ += 1
F O R I=1 T O N1:U(I )=0 ×米( ト 1)＋T X(i )
′
IF U(工) 〉T X( J 十1) TH EN JJ= JJ＋1:G O T O 3 0 10
×=U (Ⅰ):∨( Ⅰ)≡( (SP( 1IJJ)兼X＋S P ( 2,J J ) )★X＋S P く3,J J )米X＋SP( 4,J J )
NE XT 工
′
- - - - - - - - - - -
- - 和 シ チ ノ ケイサン ー - ー ー ー ー - - - - - - - - - -
L OC A TE 2 0,1 0:I NP UT
I
INP U T O D ?
-
;×:I F(×〉=T X く1 ) )栄( X く=T X くN ) T H E N 3 1 占0
+O CA TE 2･0:PR I N T
-
ER ROR ! 00 ノ ルイ ハ ,
I
;TX (1);
■
カラ
ー
;T XくN );
■
マテ
-
テ
"
ス ｡
-
F OR I=1 T O 3 0 0 0･. NE X T I:L O CAT E 0,0:P RI N T SP AC ES (7 0):G O TO 313 0 .
F OR I= 1 TO N- 1:工F X 〉T X(Ⅰ＋1) THE N 31 8 0
Y=(( SPく1 ,I )米X＋S P(2,I) )米×＋SP(3,Ⅰ))半×＋S Pく4,I):G O T O 31 90
NE XT I
MG=Y兼(i /K I )兼1 00 0:C J Si:L O CAT E 2 0, 10:P R IN T
■
キンタイ う
､､
ユウリョウ 兼兼 半
l
;M G.･
'
(LLg/,nl )
A
3 3
3 2〔)0
3210
3 2 2 0
3 2 3 0
3 2 4 0
3 2 5 0
3 2 & 0
3 270
3 2 8 0
3 2 9 0
3 30 0
3 3 1 0
3 3 2 0
3 3 3 0
3 340
3 3 50
3 360
3 370
3 3 8 0
3 390
340 0
3 410
342 0
3430
3440
3A50
34占0
347 0
34∈∋0
349 0
35 0 0
3 510
3 5 20
3 5 30
3 5 4 0
3 5 5 0
3 5 占0
3 570
3 5 8 0
0 0,0
3 590
3 6 O O
3る1 0
3 6 2 0
3 る3 0
3 6 4 0
3 6 5 0
3 る占0
3 る7 0
3 i 8 0
3 る9 0
3 7(〕0
3 7 1 0
3 7 2 0
3 7 3 0
37 4 0
3 7 5 0
37る0
3 7 7 0
3 7 80
3 7 90
3 8 0 0
3∈‡1 0
38 2 0
3∈)3 0
3840
RE T UR N
S U BR O U T ⅠNE S P L 工N E= = = = = = 王= = = = = = = = ==
= = =
*SPL INE
工F S P雪く〉
'
d in
l
T H EN D 工M SP(4 ,”) ,M S ( N )ミS PS=
-
d im
-
MS ( 1)=0:MS( N)=Q
'
-
- I - - - - Na七ur ai Cubic Spl ine
s p(1,1 )=0
･
.S P ( i,N )= 1:SP(2 ,1)= 2兼MS(1 ):S P ( 2, N )
= 2米MS( N)
S P(3 ,1 )=2;SPく4, 1 )‥S P ( 2,1)
F O R S I=2 TON - 1
sp( 1,S I )= くT X ( S I＋1) - TX( S I ))/ ( T X(S I＋1)
- T X ( S ト1))
pl=くCY くS l十1 )- CY( S 工)/ (丁×(S I＋1 )
一 丁X(S I ) )
P 2= くC Y ( S I )- C Y くS ト1))/(T X ( S I) 一 丁X(S ト 1 )
SPく2 ,S I )=る井( P l- P 2 ) / ( TX( S I＋1 )
- T X(S 卜1) )
NE X T
F OR S I=2 T O N
P l:≡(1 - S P ( 1.S I )/SP(3 ,S I- 1)
S P(3,S I )=2 - P1*S P(i,S I
- 1)
S P( 4,S 工)‥SP( 2,S I )- Pl米S P( 4,S I- 1)
NEX T
MS( N )‥S P(4 ,N)/SP(3 ,N )
FO R S I= N - 1 T O 2 S T EP - 1
MS(S I )≡( S P( 4,S I) - S P ( i,S I )米MS ( S I＋1) ) /S P ( 3,SI)
NE X T
′
- - - - - - - - - - - - - c(⊃ ef f icie n七5 0f Cub i⊂ Equ ation s - - - - - - - - - - - - - -
- ～ ‾ ‾ ‾ ‾
F O R S I三2 T O N
S H=T X ( S 工)一 丁X くS I- 1 )
S P( ]‥ S ト1 )=( M S ( S I トM S ( S ト 1) ) / S H/ら
s p ( 2.S ト 1 )=くT X ( S 工)半MS ( S I- 1 )一 丁X くS 卜 1 )★M S(SI) )/ S H / 2
pl =くM S(S I )半T X ( S 卜1)
〈
2 - M S(S ト 1 )*T X くS I )
〈
2)/ S H/2
s p ( 3,S ト 1 )= P 1＋(MS(S I
- 1 卜Ms ( s I) )米S H/る＋(CY (S I )-C Y(S 卜 1 )/S H
p l=くCY( S I- 1 ) /S H- MS ( S ト1 )羊S H/ら)兼TX ( SI )
p 1=P l- (CY( S I )/S H- MS(SI )兼S H / る)兼T X ( S ト1)
s p (4 ,S ト 1)=P l＋( M S(S ト 1 )兼T X ( S I )
{
3 - M S(S Ⅰ)兼TX (SI - i )
〈
3 )/SH /占
N E XT: R E TU R N
司書I q 有礼1 亀有耳司甘甘社有東血由卓1
#S U C
F O R Ⅰ= 1 T O N
R EAD
N E XT
D A T A
5 3 5,0 .
R E T U R N
En七e r Qba c七er･ DAT A 丑卑見丑亙旬旬g 亀直観浪速洩
丁×(工),CY( Ⅰ)
I
o. 12 7,0 . 12 5,0 . 1占1,0 . 1 る7IO ･ 19 2,0 ･ 20 818 ･ 24010 ･2 5 0IO ･3 1 0,O･313･0
･ 4 48･(
る2 5
Ser r a七ia DATA
兼MAR
RES T O R E 3占るO
F O R Iコ1 T O N
RE A D Tつ= I ),C Y ( 工)
N E X T 工
DAT A 0,0 , .2 日, . 20 5, .3 る51 .2 5, . a1 5I ･3 3† ･ 占4 , ･ 5 ,1 ･ 0 35 = 9 95Il･ 47 5･1 ･ 9 9
R E T U R N
Pr(⊃七e u5 0 A TA
*PR O
R E S T O R E 3 74(〕
F O R I=1 T ON
READ T X(Ⅰ),C Y(Ⅰ)
NE X T I
DAT A 0,0, .1 , .2 2 1 2, . 2, .4 7 5 0, . 3 , ･ 74 A9 = 4 , 1 ･ 0 342. ･ 5Il･3 5 84, ･ る ･1 ･ 73 7 1
R E T U R N
P5edo D A TA
3(P S
R ∈S T O R E 3 8 2 0
F O R I=1 T O ”
R ∈A[) T X(Ⅰ),C Y(Ⅰ)
N E X T I
ロATA 0,0,O .2 5,0 .2 5,0 . 3,0 . 315,0.35,0.3 7 5,0 ･ 45,J] ･ 5 ,0 ･ る ,0 ･7 5
R E T U RN
E5 Che richia DATA
3;A
3 8 5 0
3 8 る0
3 8 7 0
3 8 8 0
3 890
390 0
39 10
3920
3930
39 40
39 5 0
3 9る0
3 9 7 0
3 9 8 0
3 990
*C O L I
R E S T ORE 3 9 00
F O R I=1 T O N
RE A O TX (Ⅰ),C Y(Ⅰ)
NE XT I
DATA 0,0 ‥ 15 , . 1 , . 35, . 2 5, . 占, . 5 , . 8 . . 75 , . 9 , ･ 95
R E TUR N
K L E B SI E L LA DATA
*KL E B
RE S T O R E 3 9 8 0
F O R 工= 1 T O N
R EAD T X (Ⅰ) ,C
､/ (Ⅰ)
NEXT 工
DATA 0,0 , .0 3, . 07 9 72 , .0る , . 159 4, . 1 12 . ･ 31日9 , ･ 2 19, ･ 占3 7 8･ ･ 4 13･1 ･ 2 7 5る
RETURN
3I:5
過_ ニ _ 皿 臥定
検 検 菌 を B io - 1og 正 photo m ete rを 用 い ､ 被 験 菌 を
打ト br oth 申 で 3 7℃ で 浸 拝 培 養 し ､ そ の 増 殖 歯 線 か ら
世 代 時 間 を 常 法 に よ り 決 定 し た ｡
Ⅱ - 2 - 7 薬 荊 の 疎 永 度 の 測 定 法
種 々 の 薬 剤 の 疎 水 度 は B i司gi ら(49)に よ っ て 報 告
さ れ た 逆 相 藩 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 一 部 改 変 し
て 求 め た ｡
[試 薬コ
① 非 極 性 固 定 相 ; シ リ カ ゲ ル 逆 相 薄 層 プ レ ー ト
(S ilic a gel 60F si la niz ed 20 × 20cnl､ メ ル ク)
⑧ 極 性 移 動 相 ; Sod iu m a c etate - Ve ro rl al buf fe r
(pH 7.0) : メ タ ノ ー ル - 4 : 1 混 液
た だ し ､ Sod iu m a c etate - Ve r o rl a buf fe r
(p丘 7 .0) の 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る ｡
A : パ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 2.9 g
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 1 .2 g
B : 塩 化 ナ ト リ ウ ム 0.8 5 g
C : 濃 塩 酸 1 ” A
以 上 の も の を A : a : C .･ 再 潜 永 - 5 : 2 : 6 .～
1 2の 都 合 で 混 合 し た ｡
[ 操 作]
① 薄 層 プ レ ー ト を 12 0℃ で 30分 間 加 熱 し て 活 性 化 し ､
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デ シ ケ 一 夕 - 申 で 放 冷 し た ｡
② 試 料 を 再 潜.水 で 3 - 5 mg/ m B に溶 解 し ､ プ レ
ー
ト の 下 端 か ら 約 2 c mの 位置にキ ャ ピ ラ リ ー で 1 - 2 〝
R を ス ポ ッ ト し 風 乾 し た ｡
⑨ 室 温 で 展 開 し ､ 先 端 が 7 c m上 昇 し た 時 点 で 展 開 を
停 止 し 風 乾 後 ､ 試 料 の ス ポ ッ ト を ヨ ウ 素 蒸 気 お よ び
紫 外 線 照 射 に よ り 検 地 し た o
④ 試 料 の 移 動 距 離 か らR f債 を 求 め ､ 疎 水 度 の 指 標 と
し た (E f健 の 小 さ い ぼ ど 棄 荊 が 疎 水 的 で あ る こ と を
示 し て い る ｡ .)
Ⅱ - 2 - 8 グ)i, コ ー ス の 菌 体 内 取 り 込 み の 却 定 法
帖 c - グ )i/ コ ー ス を 用 い て ､ 菌 体 内 に 取 り 込 ま せ
た グ ル ｡ - ス を 定 量 し た
(ヲ0)
[試 薬]
① J4 c - グ ル コ ー ス (8.2nC i/ n mol, Ne 榊 ETlgla rld
n u clea r Co . ) を 100p n 淳 液 と し た ｡
② ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 溶 液 (5 ng/ rnA)
③ グ 7)･ セ ロ - ル 港 液 ( 100rnH)
④ M 9 - buf fe r (19- Sal t を 再 潜 水 で 10倍 希 釈 し た
も の )
⑤ シ ン チ レ ー ダ ー : 0. 4 % D P O含 有 ト ル エ ン
[ 器 具]
ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー (0.4 5〝 m , 直 径25m m) ､ 同 時 ろ
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過 器 (X I C O 門 F H1 10 ) ､ 分 注 器 (P R E P E N S E R S I B A T A
) ､ ア ス ビ レ ー ク ー ､ 恒 温 槽
[ 操 作]
(a)菌 液 の 鋼 製
① 前 培 養 液10 m R を 200m R のH9- br oth に加 え ･､ 坂
口 フ ラ ス コ に て 37℃ で O D6 10 - 0. 4 - 0.5 まで 振 望
培 養 し た ｡
⑧ 遠 心 (7000rpm , 1 0 min ､ 2 0
o
C) に て 集 菌 し た ｡
⑧50 p g / m R の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 むM9-
buf fe rで 3 回洗 浄 後 ､ 同 buf fe r に O D610- O.6 に 怒 涛
し た ｡
④ 終 濃 度 1 mH にな る よ う に グ T) セ ロ - ル を 加 え た ｡
(也)潮 定
① 菌 液 5 m R を 試 験 管 に と り ､ 2 5℃ で 5 分 間 加 温 後 ､
払 c - グ ル コ ー ス を 適 当 な 終 濃 度 に な る よ う に 加 え
て 混 和 し た ｡
⑧25℃ で 30砂 放 置 後 ､ 菌 液0. 2 5 m R を と り ミ 7) ポ ア
フ ィ ル タ ー で 素 早 く 吸 引 ろ 過 し た ｡ ブ イ )i, ク ー 上 の
蘭 鋳 は H9 - buf fe r 0. 2 5 m R で 5 回洗 浄 し た ｡
⑧ ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー を バ イ ア ル ピ ン に 取 り ､ 6 0℃ ､
3 0分 間 乾 燥 し た . こ れ に シ ン チ レ ー ク - (0. 4 % D P
O 含 有 ト ル エ ン) を 加 え ､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ヲ ン タ - (Be ckm a n) で 測 定 し た . 対 照 は 菌 液 の 代
わ り に M9 - btlf fe r (50p g / m R ク ロ ラ ム フ ユ ニ コ
3:8
1
,
- ル 含 有) を 用 い て 同 様 に 操 作 し ､ 試 料 の カ ウ ン ト
か ら 対 照 の カ ウ ン ト を 発 し 引 い て C P H/ mg dry c el
l に規 格 化 し た ｡
且 二 出
S帥 el l ing a s s ay は Lu ckey とN i kai do の 方 法(51)杏
一 部 改 変 し て 行 っ た ｡
[ 試 薬]
① カ ル ジ オ 7) ピ ン (fr o m bo vin e hea rt, He七harl OI
s olut iorl, S igm a Co . )
③0.04 H 糖 溶 液 (7) ン 酸 緩 衝 液 に 清 鯨 し た も の)
使 用 し た 糖 の 分 子 量 ､ 水 和 半 径 と ス ト - ク ス 半 径 を
表 7 に 示 し た ｡
⑧50m凹 7) ン 酸 緩 衝 液 (pfI7.0)
④De xtr a n T - 1 0(P ha r m acia F in e C he mic als)
[ 操 件]
(a)再 構 成 べ シ ク ル の 鋼 製
① 小 試 験 管 に 菌 体 よ た 抽 出 し た リ ン 脂 質 4 mg (ク ロ
ロ ホ ル ム 溶 液) と カ ル ジ オ 7) ピ ン 0.35mgを 入 れ ､ 窒
素 ガ ス 気 流 で 薄 膜 化 し た ｡ デ シ ケ 一 夕 - 上 で 2 時 間
以 上 減 圧 し ､ 溶 媒 を 完 全 に 除 い た ｡
③ こ の 小 試 験 管 に 界 面 活 性 荊 を 除 去 し た ポ リ ン 溶 液
( 150p g / m A ) を 200p R 入 れ ､ 帥 ate r - ba th
s o flic ate r (Br a n so n ) で 2 分間 処 理 し て 均 一 な 怒
3
.
･
.
'
9
壌 液 と し た ｡
⑨ こ の 懲 務 液 を 45℃ の 水 浴 申 で 窒 素 ガ ス 気 流 を 用 い
て 乾■壊 し ､ 小 試 験 管 内 壁 に 薄 膜 化 し た ｡
④ 6 %De xtr a rl T - 1 0溶 液 を 0.5 m R 加 え ､ 細 い ガ ラ
ス
･
棒 で 管 壁 か ら 剥 離 し ､ ベ シ ク ル 化 し た ｡ 対 照 は ポ
リ ン を 加 え ず に べ シ タ ル を 鋼 製 し た ｡
(b)珊 定
① 比 色 計 (日 立 ダ ブ ル ビ ー ム 分 光 光 度 計 モ デ ル 22 0A
) の 波 長 を450rl m に 合 わ せ る ｡
⑧ セ ル に 糖 溶 液1. 9 4 m R を 入 れ ､ 原 点 を 合 わ せ て チ
ャ
ー ト に 記 録 を 開 始 す る ｡
⑧ ベ シ タ ル 液60p R を 加 え 素 早 く 撹 拝 し ､ 0 D の 変
化 を30- 6 0秒 間 測 定 し た ｡
④ チ ャ ー ト 上 に 掛 か れ た O D の 変 化 の 初 速 に お け る
接 線 と の 任 意 の 水 平 線 を 引 き ､ 線 分 a , b, c の 長
さ と ス キ ャ ン ･ ス ピ ー ド (c m/ mi.n ) ､ ス パ ン ､ 基
線 の 0
-
D を 図 5 の 式 に 代 入 し て 糖 の 透 過 速 度 を 求 め
た ｡ 計 算 は ､ コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 行 い ､ グ ル コ ー
ス の 債 を 1 と し た 相 対 値 で 求 め た ｡ プ ロ グ ラ ム は 以
下 に 示 し た ｡
な お ､ プ ロ グ ラ ム リ ス ト は 以 下 に 示 し た ｡
Ⅱ - 2 - 1 0 ポ T) ン 透 過 孔 半 径 の 決 定
ポ T) ン 透 過 孔 半 径 は ､ Ⅱ - 2 - 9 で 述 べ た S川 el l i
40
ng a s sayで 得 ら れ た 糖 の 透 過 達 直 の 緩 か ら ､ 丘e nk in
の 式(52)を 適 用 し て 求 め た ｡
[ 理 論]
穴 は す べ て 円 筒 形 で ､ 膜 面 に 対 し て 垂 直 に 開 い て
い る と 仮 定 し ､ 末 の 半 径 を r ､ 断 面 積 を A o と す る ｡
そ の 人 り ロ に 半 接 a の 球 状 の 分 子 が や っ て.き た と す
る . こ の 分 子 に と っ て 穴 の 有 効 断 面 積 は r - a で あ
る ｡ そ こ で 有 効 断 面 積 A 故(1)式 の よ う に な る ｡ 更 に ､
分 子 は 先 の 内 壁 と の 摩 擦 に よ り そ の 速 度 を 減 衰 し て
い く ｡ 摩 擦 が 有 効 断 面 積 を 減 少 さ せ る 効 果 は ､ 半 経
験 式 と し て (2)式 の よ う に 表 さ れ て い る o 入 り 口 の 有
効 断 面 積 を 表 す(1) 式と ､ 未 申 で の 摩 擦 に よ る 有 効 断
面 積 減 歩 を 表 す(2)式 と を 掛 け
■
合 わ せ た も の が 実 際 の
有 数 断 面 積 に な る ((3)式) ｡
一 方 ､ 特 質 分 子 の 透 過 速 度 と 有 効 断 面 積 の 間 に は ､
(4)式 の よ う な 関 係 が あ る ｡ 溶 質 分 子 の 透 過 速 度 の 実
謝 に よ っ て (4) 式 の 透 過 速 度 定 数 C を 求 め ､ こ れ に そ
の 溶 質 分 子 の ス ト - ク ス 半 径 を 掛 け る と ､ A / A o
の 相 対 的 な 僅 が 得 ら れ る ｡ こ の 債 と 先 の (3) 式 か ら理
論 的 に 求 め た 有 効 断 面 積 と が す べ て の 溶 質 分 子 に つ
い て 一 致 し た 場 合 ､ 推 定 し た 穴 の 半 径 が 正 し い と 言
え る ｡ 実 際 に は ､ 実 験 誤 差 も あ る の で ､ す べ て の 値
が 完 全 に 一 致 す る こ と は な い ｡ そ こ で l
'
(3)式 で 求 ま
る A / A o が ､ 実 測 値 か ら(4)式 で 求 め た デ ー タ に 最
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17つ
1日0
190
2 00
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CLS
P RI NT
.
P R I NT
●
P RIN T
`
PR IN T
■
PRIN T
-
P R 工NT
-
P R I NT
■
P R I NT
■
P R INT
PRINT
PRIN T
/ / / / / / / / / /// / / / / / // / / / / / // / / / / / / / / / / / / / / / / / / / /,I/ // / / /
■
暮
A N ALYS I S OF S uE L LⅠNG [)AT A
】
■
P R OG RA ME D BY R . HIR UM A
'
I
▲ ■
-
/ / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / // / / / / // // / / // /
一
FO R I= 1 TO 9 9 9 9; NEXT I
FOR I=1 T O 99 9 9: NE X T I
C LS 3
+ O CATE 3 □,8;PRIN T
-
G lyc er ol
■
:u S (1)=
I
Glyc er o1
-
;Ⅰ= 1
G O S U B*CAL
L O CAT E 3 0,8:P RINT
I
Ar abin o 5 e
'
:U S (2 )=
'
Ar abino 5 e
l
:I=2
G O S U B*CAL
L OCA TE 3 0,8:P R I N T
'
R i bo 5 e
.
:U S (3)=
'
R i bo 5 e
-
:i=3
G O S U B*C A L
L OC A TE 3 0,8:PR INT
-
Glu c o s e
l
:u 事( 4)ニ
I
G lu ⊂Q Se
-
:Ⅰ=4
GOSUB 美CA L
L O CAT E 30 ,8:P R INT
`
La⊂ 七o se
-
;U S (5)=
■
La c七o5 e
.
:工=5
G O S U B*CA L
L O CA TE 3 0,8:P RIN T
-
sa c cha r os e
■
:∪S
･( る)=
]
sa c cha ro s e
-
:王=る
G O SU B 兼CAL
LO CATE 30,8:P R I N T
'
Raf in o 5e
.
!u S(7 )=
l
Raf in ose
I
:I=7
G O S U B3(CAL
G O S U B美P R I
I NPU T
■
R E RAT IV∈ V A LU Eヲ モトメマス2)
I
･;DFS
工F D FS=
1
y
一
丁HEN GO T O 340
GO T O 79〔】
G O S U B美R ∈L A T
END
′
＼へ＼＼＼＼＼＼ヾヾ へ＼＼ … VAL U C U L A T IO N ＼ヾ小人 …
兼CAL
LO C A T E 2 8, 9;PRINT
r
C ONT R O L
-
LO CATE 40,10:工NPU T
-
A - 一 - - - - - - - - - -J ;A (Ⅰ)
L O C A T ∈40,ll:工N P U T
I
B 一 - - - - 一 - - - - - -: ;B くⅠ)
L O C A TE40 ,1 2:INPU T
I
c - 一 - - - - - 一 - - - I -
-
;C(工)
LO CAT∈ 40,1 3:王NP U T
-
S CAN S PEE D- - - -
■
;D(工)
L O CA T E4 0,14;I N P U T
I
spAN - - - - - - - - - 一
一
;E くⅠ)
L O C A TEaO,1 5:I N P U T
`
BAS E L ⅠNE 〔)0- J ;F(i)
G O S U B*CO R R
G ( I)=く1/ ( AくI)半E ( I ) /2 3 )＋F ( Ⅰ) )
〈
2 )美BくⅠ)半D くⅠ)兼E ( Ⅰ) / 2 3/C ( Ⅰ)
C L S1
L O C A T E 28, 9;PR IN T
'
po rin added
-
L O CAT E aO ,1 0:I N PU T
-
A - - - - - I - - - - - - 1
'
;A A( I )
L O CAT E 40,ll:INP U T
'
B - - - - - - - 一 - - - - -
I
;巳B ( I)
L O CA TE 40,12:王NP U T
`
c - - - - - - - ～ - - 一 丁 -
A
;CC(Ⅰ)
L O CA TE 40,13:I N P U T
'
s c AN SPE E D- - - J ;D D ( I )
L O CA TE 40I1 4:工NPUT
'
spA N- - - 一 - - - - 一
一
;E E ( Ⅰ)
L O CA TE 40I15:I N PUT
I
BAS E LINE O ロー ー
'
;FF( I ) .･叫 ･ ･ ー
G OS UB 半C C)R R 2.
K( Ⅰ)=8 1/ ( ( A A (工)米E E ( Ⅰ) /2 3)＋F F くi ))
〈
2半BB( Ⅰ)半O D ( Ⅰ)米E E ( Ⅰ) / 2 3 / C C ( 王)
H(Ⅰ)=K(Ⅰ) - G ( 工):C J S1
RE T U RN
4■3
590
′
＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼＼ PRINT ＼＼＼＼＼ … ＼＼＼ ＼ヾ＼√＼ … ＼＼＼＼＼＼
& 0 0半 PR 工
る10 F O R I=1 TO 7
る2 0 P R IN T U S( I)
63 0 P R IN T
'
⊂ o n tr o1 - - - - - - -( 1/ d D D) /(1/d T )=
-
;G(I)
る40 PR I N T
.
po rin - - - - - - - - - ( 1/do c) /(1 /d T)=
r
;K(工)
65 0 P R 工NT
`
n et - - - - - - - - - - - (1/do c)/ ( i / d T)=
I
;H(Ⅰ)
るるO P R 工N T
` 1
る7 0 I NPU T
`
Do y(⊃u go n e x七 Y/N
`
; YN S
68 0 ⅠF Y N Sニ
I
y
-
TH E N G O T O 6 9 0
占90 N∈X T I
7O O 工N P〕T
l
oo yo u pr- tnt ou t Y / N
I
; S S$
710 I F S S5=
■
N
'
THEN G O T O 790
72 〔) FO R 工= 1 T O 7
7 3 0 L PR INT U 写(∫)
7 40 LP R INT
`
⊂o ntr ol (1 /do c ) /( 1 /d T)=
-
;a ( I)
7 5 0 L P R I N T
-
p or
･ in - - - - - - - - (1/ d o n )/(1/ dT)I
'
;K (I)
7 6 0 L P R INT
-
n e t - - - - - -
- - -
-
- く1 /d O ロ)/ (i/ d T)ニ
●
;H (Ⅰ)
7 7 0 L P R INT
` ■
7 日O NE X T I
7 9 0 R E T U RN
B OO G OT O3
E
J O
ら1O
′
＼＼＼＼＼＼＼＼＼ヾ＼､ヾ＼＼ヽ＼＼＼ヾ＼＼＼＼＼＼ R E LAT IVE ヾヾヾ小八＼＼＼＼＼＼＼＼ …
8 2 0*R E LAT
8 3 0 C LA 3
840 F O R I= 1 TO 7
8 5 0 +(I )= H( Ⅰ)/ H( 4 )
8るO NEX T I
8 7 0PR INT
'
Glyc er o ト
ー ー ー - -
A
;J く1)
8 80 PRIN T
v
Ar- abino 5 e - - - - - -
I
;J ( 2)
8 9 0 P R I N T
-
R ibo s e- - - - - - - - - -
I
;J(3 )
9 0 0P RINT
■
6lu c o 5 e- - - - - - - - : ,･J ( 4 )
9 1 0 PRINT
-
La cto se - - - - - - - - -
I
;J ( 5 )
9 2 0 P R INT
I
sa ccha ros e - - - - : ;J( る)
9 3 0 P R INT
I
Ra 干in o s e- - - - - - - -
I
;J(7)
9d.0 I N P U T
-
Do you pr in七 ou 七 Y / N
I
;L LS
? 5 0 I F L LS=
.
N
L
T H E N G O T O 3 7 0
9る0 + P R INT
■
G lyc er ol -
- - - -
- - : ;J くⅠ)
970 LP R INT
H
Arabino 5 e - - - - - - -
一
;J ( 2 )
9 8 0 L P R I N T
`
R i bo s e1 - - - - - - - l l
-
;J ( 3)
9 9 0 LP R 工NT
'
G Iu c o 5 e- - - - - - I - -
I
;J(4)
1 0 0 0 LPR INT
'
La c七o5 e - - - - - - - - : ;J ( 5 )
1 0 10 L P R 工NT
'
sa c char o5e - - - - -
-
;J( 占)
1 0 2 0 L P R I N T
I
Raf in o 5e - - - I - - : ;J(7)
1 0 3 0 R E T U RN
IO40 6 0 T O350
1 0 5 0
′
＼ヾ＼＼＼ヾヾ√小トト＼＼＼ C ORR E C T I O N ＼ ＼ヾヾヾ 小 ∴ ヾヾ､＼＼＼
､ … ＼
1 D 占03(C O R R
1 070 INP U T
.
A,a ,C ,S C AN S P E E D,SPAN.BAS E L I N E OD
'
;A ,a,C,a,E,F
10 8 0 I FA=O T H E N R ETU R N
1 090 A(Ⅰ)= A .･ B(Ⅰ)=B:C(工)=C:D ( Ⅰ)= 0:E くⅠ)= ∈'.F ( Ⅰ)=F
11 0 0 CLS 1
1 1 1 0 L O C ATE 40 ,1 0:P R エNT
-
A - - - - - - - - - - -
1
;A (Ⅰ)
1 12 0L O CA T E40,l l:P R INT
-
a - - - - - I - - - - - - -
I
,
･B ( Ⅰ)
113 0 L O CAT E 40 ,12:PR INT
■
c - - - - - - - - - - - - -
`
;C (Ⅰ)
1 1 4 0 L O C A T E40 ,1 3:PR I N T
`
s cA N S P E E D- - 1 J ;D(Ⅰ)
1 1 5 0 L O C A T EaO ,14;P R INT
'
sp AN - - I - - - - - - -
I
;E (Ⅰ)
1 1 るO L O CAT E 40,15;PR INT
t
BAS E L INE O D- J ;F(Ⅰ)
包A
1 17 0
118 0
i 1 90
12 0 0
1210
12
'
?
_ 0
12 3 0
1 24 0
12 50
12 &0
12 7 0
12日0
1290
13 0 0
G O T O10 70
′
＼＼＼＼ヾ 小人＼ヾ＼＼＼＼＼ C O R R E C T ION 2 ＼＼＼
t
t^Tt,TtTt tTtt Ti.tT^ hTt Ti .
*CO R R2
INP UT
-
A ,a ,C ,S CA NS P E E D.SPA N,BAS E L INE O O
'
;A A,B B,C C,D D,EE .F F
IF A A= O TH EN RETURN
AA (Ⅰ)= A A'.B B(工)=邑B:C C(Ⅰ)=C ⊂;D 〔〕(i )=ロロ;E Eく王)=E E･. FF ( i)= FF
C L S1
LO CATE 40,10:PR INT
'
A - - - - - - - - 一 - - J ･,A A (Ⅰ)
L OCAT E 40, l l:P R I N T
-
a - - - - - - - - I - : ;B B ( Ⅰ)
L O CAT E 40,12:PR IN T
'
c - 一 - - - - - I - - -
I
;C C(Ⅰ)
L〔)CAT E 40,13:P RIN T
■
s cAN SPE E ロー ー ー ー
ー
;DD(Ⅰ)
L OC AT E40,14 .･ P R I NT
`
s pAN - - - - - - ～ - - : ;E E(Ⅰ)
LOCATE 40 , 15:P RINT
●
BA SE L I N E O D- : ;FF (工)
GOTO 1 200
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d lpiTl
も 近 く な る よ う に r の 僅 を 決 定 す れ ば 良 い o
[計 算]
(3)式 の r が ポ リ ン 透 過 孔 半 径 で あ る ｡ 同 時 に 謝 恩
し た べ シ タ ル で Sw el l ing a s s ay し た 場 合 に は A ､ A
o は 一 定 で あ る と 見 な し た ｡ Re nk in の 式 は ､ 溶･質 分
子 の 水 和 半 在 a に 対 し て は 線 型 で な い の で ､ コ ン ピ
ュ
ー タ ー に よ り 非 線 型 最 適 化 し て ､ 最 適 な 孔 寝 を 求
め た ｡
な お ､ 計 算 は 山 口(53)の 作 成 し た プ ロ グ ラ ム 者 用
い て 行 っ た ｡
且 二 出 隆盛
(a)葦 荊 耐 性 変 異 株 の 分 離
･使 用 菌 株 に 対 す る M Ⅰ C傍 の 2 倍 ､ 4 倍 ､ 8 倍 ､
1 6倍 の 棄 荊 を 含 ん だ ド リ ガ ル ス キ ー 改 良 培 地 ､ マ ッ
コ ン キ ー 培 地 あ る い は E ” B培 地 平 板 に ､ fi ‡- br oth
で O D61 0 - 0.6 ま で 振 堂 塔 暮 し た 菌 液 を 0. 1 m R ず
つ コ ン テ - ジ で 塗 布 し た ｡ 37渡 で 一 夜 培 養 後 ､ 最 も
高 い 薬 剤 漣 度 の 平 板 に 増 殖 し た コ ロ ニ ー を ? ト broth
を 用 い て 分 離 培 養 し ､ 選 択 培 地 と 同 濃 度 の 薬 剤 を 含
有 し た 平 板 で 純 増 善 し た ｡
”)フ ァ ー ジ 耐 性 変 異 株 の 分 離
O D610 - 0. 6 まで 培 養 し た 菌 液 0. 1 m R と フ ァ ー ジ
液 (10
5
～ 1 0
6
) o.1 m R を45
｡
c に 加 温 し た 軟 寒 天
∴46
( 3 m A) 申で 素 早 く 温 和 し ､ 打ト 寒 天 培 地 平 板 上
に 重 層 し た ｡ 3 7
8
c で 18時 間 培 養 後 ､ 増 殖 し た コ ロ ニ
ー を 分 離 し て ､ フ ァ ー ジ 耐 性 株 を 得 た ｡
‡ - 2 - 12 β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 に お け る 清
性 化 エ ン ク ル ピ ー 算 出
Ⅱ - 2 - 5 に 示 し た 方 法 に 従 っ て ､ 25℃ ､ 2 8℃ ､
3 2℃ ､ 3 5℃ の 各 温 度 で 外 膜 透 過 速 度 を 謝意 し た ｡
[ 理 論]
物 質 の 透 過 を 一 種 の 化 学 反 応 と 考 え た 場 合 ､ 透 過
速 度 と 温 度 と 間 に 且rrbe nius の 式 と 呼 ば れ る 以 下 の
関 係 が 成 り 立 つ ｡
k - A I e x p ( - E a / 只 T)
た だ し ､ A は 頻 度 因 子 ､ E a は 活 性 化 エ ソ ク ル ピ
､ R は 期 待 定 数 ､ T は 絶 対 温 度 で あ る ｡ 異 な る 温
度 に お い て 透 過 速 度 を 測 定 し ､ そ の 対 数 檀 を 絶 対 温
度 の 逆 数 に 対 し て プ ロ ッ ト す る と そ の 傾 き か ら 活 性
化 エ ン ク ル ピ ー E a を 求 め る こ と が で き る ｡
L n (k ) - 1 a (A) - a a / A T
活 性 化 エ ン タ ル ピ ー の 算 tB は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用
い て 最 小 二 乗 法 に よ り 行 っ た ｡ プ ロ グ ラ ム ･ リ ス ト
は 以 下 に 示 し た ｡
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[試 薬]
;
ク ロ ロ ホ ル ム ( 和 光 縄 薬､ 試 薬 特 級) ､ メ タ ノ
ー ル
( 和 光 純 費､ 拭 薬 特 級) ､ ア セ tト ン ( 和光 純 薬 ､ 拭
薬 特 級) ､ シ リ カ ゲ ル F C(N O923) 100-2 00メ ッ シ
3 . ( 和光 純 乗) ､ シ 7) カ ゲ ル 薄 層 フ レ
ー ト (D C- Pe r
tig plat te n k ie s elgen pr e c oated, m erk)
[ 操作]
幽 也
Bleigh & Daye r の 方 法 で 行 っ た(54)｡ 培 養 菌 体
(E . c ol i C SIO9: 湿 重 畳 2 - 4 g ) を0 .1 5H NaC l溶
･液 で 2 回洗 浄 し た 後 ､ 同 涼 液40 m R に 懸 濁 し た ｡ 投
拝 し な が ら 100 m R の メ タ ノ ー ル と5 0 m R の ク ロ ロ
ホ ル ム を 加 え ､ さ ら に 30分 間 激 し く 撹 拝 し た 後 ､ ろ
紙 で ろ 過 し た ｡ ろ 液 に 50 m R の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え ､
さ ら に 50 m R の 養 潜 水 を 加 え 激 し く 撹 拝 し た ｡
一 夜
･ 放 置 後 ､ ク ロ ロ ホ ル ム 層 を 分 取 し ､ ロ
ー タ リ ー エ バ
ボ レ ー ク ー で 乾 固 し ､ 少 量 の ク ロ ロ ホ ル ム に 熔 解 し
た ｡ な
ゝ
ぉ ､ ろ 紙 上 の 残 査 は 蒋 抽 出 し た ｡
虹 乱数
上 記 の 様 に し て 鋼 製 し た 精 輩 は リ ン 脂 質 の 他 に 中
性 脂 栄 と 複 合 脂 質 を 含 ん で い る の で ー シ リ カ ゲ ル カ
ラ ム に よ り ､ 更 に リ ン 脂 質 の 精 製 を 行 っ た ｡
メ タ ノ ー ル に 懸 掬 し た シ リ カ ゲ ル (10- 1 5g ) 杏
5'
-
1
カ ラ ム に 充 填 し た 後 ､ 溶 媒 を ク ロ ロ ホ ル ム に 置 換 し
た ｡ 濃 縮 脂 宴 試 料 を カ ラ ム に 吸 着 さ せ ､ ク ロ ロ ホ ル
ム
､ ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル (9 5: 5) で 中 性 脂
質 を 溶 出 さ せ た ｡ シ リ カ ゲ ル 尊 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー ' ( 展 開 溶 媒は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー : メ タ ノ ∵ ル
-
7 ; 3) で 中 性 脂 質 の 続 出 が な く な っ た こ と を 確 認
後 ､ ク ロ ロ ホ ル ム : メ タ ノ ー ル (7 : 3) 混 液で リ
ン 脂 質 を 溶 出 さ せ た ｡ 溶 地 紋 の 溶 媒 を 除 去 し ､ 再 潜
水 に 懇 親 後 ､ 凍 結 乾 燥 し て 10nlg/ m R の ク ロ ロ ホ ル
ム 溶 液 と し て 遮 光 し て - 2 0℃ に 保 存 し た ｡
図 7 に 精 製 し た リ ン 牌 資 の シ リ カ ゲ ル 漕 層 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 示 し た ｡
Ⅱ - 2 - 1 4 T) ポ 多 糖 (L P S) の 抽 出
Fe n so n とGr ay の 方 法(55)に 従 っ て ､ ho ト phe n ol接
に よ り 抽 出 を 行 っ た ｡
[ 試 薬]
フ ェ ノ ー ル ( 和 光 縄 薬､ 試 薬 特 級) ､ ポ リ エ チ レ ン
グ T) コ ー ル 6 000( 半 井 化 学､ 試 薬 特 級) ､ RiNa s e A
(S igm a Co . )
[ 操 作]
37℃ ､ 一 夜 培 養 し た 菌 液 (fir- br oth) 10 m R を L -
brL Ot h 1 R に接 種 し ､ 4 - 5 時 間 振 望 培 養 し た ｡ 遠
心 葉 蘭
■
(7,5 00X 15min , 4℃) 後､ 5 00m R の再 潜
52
水 で 洗 浄 し た o 菌 体 (湿 重 量 約 4 g ) を40- 50 m R
の 一円 潜 水 に 懸 輯 し ､ 6 5- 6 8
8
c に 加 温 し ､ 同 腹 腔 に 加
温 し た 90 %フ ェ ノ ー ル 液 杏 同 量 加 え て 15分 間 撹 拝 し
た ｡ 水 冷 後 ､ 遠 心 (5,O OOrpm , 3 0min , 1 0
o
C) し て
水 屑 を 分 取 し た ｡
ー
フ ェ ノ ー ル 層 か ら は 再 抽 出 を 行 っ
た o 水 屑 を 集 め ､ フ ェ ノ ー ル 臭 が な く な る ま で (約
48時 間) 蒋潜 水 に 対 し て 透 析 し た ｡ ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 6 00 0 を.用
い て ､ 約 10m R に 濃 縮 し ､ rma s e
A (1 mg/ m R in 0. 0 5H Tris - l‖ニl, pn 7.5) 播 植
2 m R を 加 え ､ 5 5℃ で 5 時 間 加 温 し た 後 ､ 遠 心 (10
o,o ooX g, 3br , 4
o
C) し た ｡ ペ レ ッ ト を 再 潜 水 で
3 回 沈 静 し た 後 ､ 1 0nlg/ m R の 水 油 液 と し て - 2 0
o
c
で 保 存 し た ｡
J - 2 - 1 5 β - テ ク ク マ - ゼ の 調 製
A . I b型 (T E H- 2 型) ペ ニ シ リ ナ__二__壁
[ 使用 薗 株]
I b塑 ペ ニ シ T) ナ - ゼ 産 生 株 と し て E . c ol i C SI O9
f2G N8 23を 使 用 し た .
[ 培地]
1 R 中 に ､ 肉 エ キ ス (和 光 純 車) 4= g ､ ポ 1) ペ プ
ト ン ( 和光 純 素) 12g ､ 酵 母 エ キ ス (オ リ エ ン タ ル
酵 樽) log ､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ( 半 井 化 学､ 1 級) ､
1 g を 含 み ､ 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で p口 7.4に 調 整 し た
53
培 地 を 用 い た ｡ 前 培 養 はH ト bro thを 用 い た .
[ 培地]
37℃ で 一 夜 培 養 し た 菌 液 (H ト br oth6R ) を 上 究
の 培 地 50R に 接 種 し ､ 3 7℃ で 5 時 間 通 気 培 養 し た ｡
連 続 遠 心 で 集 菌 し ､ - 2 0℃ で 保 存 し た ｡
[ 精製]
菌 体 を リ ン 酸 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し ､ フ レ ン チ プ レ
ス で 破 砕 後 ､ 遠 心 (10,0 00× g , 2 0min) し ､ 破 砕 薗
捧 を 除 去 し た ｡ 逆 心 上 滑 に D Na se Ⅱ (S ig山a ) を 終
濃 度 が 1 p g / m R に な る よ う に 加 え 2 時 間 放 置 後 ､
遠 心 (100,000 × g, 1br , 4 ℃) し た ｡ 遠 心 上 滑 を
10倍 量 の 1 mH Tris 一 正C l buf fe r (pH 7. 4) に 対 し て
2 日 間 透 析 し た ｡ D E A E- Sephade x a- 5 0カ ラ ム に 吸 着
さ せ ､ 非 吸 着 物 を 溶 由 後 ､ 0 .5 M NaC lを 含 む 同buf f
e rで 酵 素 蛋 白 お 溶 出 を 行 っ た ｡ こ の 溶 出 液 の ペ ニ シ
7) チ - ゼ 活 性 画 分 を 集 め ､ 凍 結 乾 燥 し ､ T OO- 800
u ni t/ ml ( 基 質ペ ニ
1
シ リ ン G) の 7) ン 酸 生 理 食 塩 水
溶 液 と し て - 2 0℃ で 保 存 し た o
a_ i - A
[ 使用 菌 株]
Ⅱ 型 ペ ニ シ 7) チ - ゼ 産 生 株 と し て E . coli A B246 8P
MEl ♯Tn26 03(56)を 使 用 し た .
[ 培地 と 培 養]
75i:竣
王 b 塑 ペ ニ シ 7) チ - ゼ の 精 製 の 場 合 と 同 様 に 行 っ
た ｡
[ 精 製]
菌 休 故 砕 液 か ら 透 析 ま で は ､ Ⅰb 型 ペ ニ シ ソ ナ
ー
ゼ の 場 合 と 同 様 に 行 っ た が ､ 透 析 外 液 は 1 mM の リ ン
酸 緩 衝 液 (pH 6.0) を 使 用 し た ｡ カ ラ ム タ ロ. マ ト ゲ
ラ フ イ - は C M- Sephade x を 使 用 し ､ 1mH の 7) ン 酸 緩
衝 液 (pi16.0) で 罪 吸 着 物 を 溶 拭 さ せ た 後 ､ 1 nl の
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 酵 素 蛋 白 の 特 出 を 行 っ た ｡ こ
の 溶 由 液 の ペ ニ シ 7) チ - ゼ 活 性 画 分 を 集 め て ､ 濃 縮
し ､ 4 08u nit/ ml ( 基 質ア ン ピ シ 7) ン ) の 0.1H 7) ン
酸 緩 衝 蒋 液 と し て - 2 0℃ で 採 存 し た ｡
山 と こ 旦
菌 体 破 砕 か ら 透 析 ま で の 過 程 は I b 型 ペ ニ シ リ ナ
- ゼ の 場 合 と 同 様 に 行 っ た ｡ 透 析 外 液 は10mMリ ン 酸
緩 衝 液 (pfI6. 0) を 用 い た ｡ カ テ.
ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー はC M- Sephade x C - 5 0を 用 い ､ 井 吸 着 物 を10m 1 7)
ン 酸 緩 衝 液 (pfI6. 0) で 溶 出 さ せ た 後 ､ 0.5M NaC l
を 含 む 10mM リ ン 酸 緩 衝 液 で 酵 素 蛋 白 を 涼 由 さ せ た ｡
こ の 溶 出 液 の 酵 素 活 性 両 分 を 集 め ､ 凍 結 乾 燥 後 ､ 3
o o- 4 00u nit/ ml ( 基 質セ フ ァ ロ チ ン) の リ ン 酸 緩
衝 溶 液 と し て - 2 0℃ で 保 存 し た ｡
.
･5.1･5
∬ - 2 - I G ポ リ ン iTl葺自 ,i)梢 製
ポ リ ン 繋 自 の 抽 出 絹 製 は 徳 永 ら の 方 はri
-
57,l に 従 っ
て 行 っ た ｡
[ 拭 薬]
Tris (S igm a Co . ) ､ S D S(S igm a Co . ) ･､ β
- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (即 席 化 学) ,､ So Liiu m azi
de ([1e rk Co . ) .､ E D T A(半 非 化 学 ､ 拭 燕 特 級) ､ 塩
化 ナ ト リ ウ ム ( 半 井 化 学､ 拭 燕 特 級) ､ Se phalo s e
C L6B (P ha r m a cia f iLl e C hernic al:,I) ､ F ic ()1 4 00 (
P ha r m a ci a f ir)e che mic als)
[ 操 作]
① 湿 垂 塁40g の 菌 体 を 2OO ” .e の 0 .O 5‖
'
rris 一 口C l
buf fe r (pu 7.2) に 懸 親 し ､ 超 音 波 破 砕 (Br a LI S O n
s o ni f ie r c el l d is r upte r 200, 2 0Kc , 0
巾
(
I
,
1 ) し た o
② 遠 心 (10 0,0 00× g, 30 min .､ 4 ℃) に .よ り 順 阿
分 を 得 たJ｡
⑧ 摂 南 分 を 140m R の 2 ,0,16S D S- l O州 Tris - !ⅠC l l川 f f
e r (pI17 . 3) に 懲 輯 し て ､ 3 5℃ で 3()分 問 ゆ る や か に
振 盟 し た ｡
④ 遠 ノじ､ (80,0 0 × g, 3()Win , 1 5
け
c) し て 不 描 画 分 を
得 た ｡
⑥ 不 掠 両 分 を 140 m .e の0. 25 %Sl)S･二I OmH Tri s ･-lfC l
buf fe r (pI77. 3) に 懸 濁 し て 35
o
c で ､ 35分 間 ゆ る や
か に 振 盟 し た 後 ､ 再 び 不 描 画 分 ･4d
'
: 遠 心 操 作 に よ り 円
5'6
た ｡
⑥ 不 溶 画 分 を 140m の 1 %S D S- 5mM E D TA -3nH NaN3 -
5 0mH Tris - fl C l buf fe r (p日 7. 2) に 怒 務 し て ､ 3 5bc
で 18時 間 ゆ る や か に 振 渡 し た ｡
⑦ 遠 心 (80,0 00× g, 3 0min , 1 5℃) 操 作で 不 溶 画 分
を 分 離 し ､ こ れ を44min の 1 %S D S- 5mHIEDTA- 0.4H
NaC ト0. 0 5 %β - メ ル カ プ ト ユ タ ノ ー )i, - 3mH NaN3
- 5 0n門 Tris - B C l buf fe r (pf17.7) に 懸 濁 し て ､ 3 7
℃ で 2 時 間 ゆ る や か に 振 塗 し 允 ｡
⑧ 怒 涛 液 の 遠 心 (80,0 0 × g , 3 0min , 1 5℃ ) 上 清 を
F ico1 4 00 を用 い て 濃 縮 し た ｡
⑨ 濃 縮 液 ( 約2 m G) を 1 %S D S-5mM E D T A- 0.4M Na
C ト0.0 5 %β - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ー 3mM Na打3 -
5 0mH Tris 一 正Cl buf fe r (pE 7.7) に 対 し て 一 晩 透 析
し た ｡
⑩ 透 析 内 液 を 同buf fe r で 平 衡 化 し たSepha ros e C L6B
カ ラ ム (1.6 × 10 0cm ) で ゲ ル ろ 過 し た ｡ 蛋 白 は 28
0n m の 吸 収 と S D S- ポ T) ア ク 7) ル ア ミ ド ゲ ル 電 気
泳 動 で 検 地 し た ｡
⑪ ポ リ ン 蛋 白 を 含 む 画 分 を 集 め ､ F ic o1 400で 濃 縮
後 ､ 3mH NaN3 - 5mH Tris H C l buf fe r (p丹 7.7) に 透
析 し て ､ S D Sを 除 き 採 存 し た ｡
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Ⅱ - 2 - 1 7 ク 7) ス タ ル バ イ オ レ ッ ト の 取 り 込 み
ク 7) ス タ ル バ イ オ レ ッ ト の 菌 体 内 取 り 込 み は ､ Gu
stafss o nら の 方 法(58)を 一 部 変 注 し て 行 っ た ｡
Pen a s say br oth(D i sco ) で 3 7℃ で 対 数 増 殖 中 勤
ま で 増 殖 さ せ た 菌 体 を 葉 蘭 し ､ 1 0mH 7) ン 酸 緩 衝 液 (
pfI7. 0) で 一 回 洗 浄 し た 後 ､ O D610 - 0. 6 に な る よ
う に 菌 液 を 鋼 整 し た ｡ 反 応 は ､ 2. 5 m R の 菌 液 ､
6.4m R の1 0 m A I) ン 酸 鐘 衝 液 と 0. 1 m R の10mM グ ル
コ ー ス 溶 液 を 混 和 し て 3 0
o
c ､ 5 分 間 ､ イ ン キ エ ペ イ
シ ョ ン し た . 1 m A (50 g/ m A) の ク 7) ス タ ル バ
イ オ レ ッ ト を 添 加 し た 時 点 を 0 分 と し て ､ 各 時 間 毎
に 1｡ 7 m R を 永 冷 し た エ ッ ベ ン ド )i/ フ ･ チ ュ ー ブ に
移 し ､ 素 早 く 遠 心 (15,0 00× g, 3 0 砂) し た ｡ そ の
上 清 を 分 取 し ､ 取 り 込 ま れ な か っ た ク リ ス タ ル バ イ
オ レ ッ ト の 量 を O D- 5 90 n m で 比 色 し て 定 董 し た ｡
む ニ _ 地 主+
レ ー シ ョ ン
(Ⅰ) 定 常 状 態 近 似
以 下 の 式 に 基 づ い て ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 濃 度 S i
を 算 出 し た ｡
s i - (pA･S. - P A･ Km - Vm a x . ( - PA･So ＋ P A･Km ＋ Vm由
5.ニ8
＋ 4 (P A) Kzn ＋So /2･ ? A
⊥且⊥ 頗 む墜
以 下 の 式 を 用 い た ｡ こ の 式 を 時 間 に 対 し て 数 値 積
分 し て ､ ペ 7) プ ラ ズ ふ 内 妻 荊 濃 度 S i を 算tB し た ｡
誤 費 の 最 も 少 な い Runge - kut ta - G ill法 を 使 用 し た .
そ の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 以 下 に 示 す ｡
d(Si●Vo ･2
t/T
)/dt mo ･ 2
t/T
･ (so - si) 一 Vm 且 X O･ 2
t/T
si /(Km ＋ Si) ･(1)
掛 vo 2
t/T
･ si･ V｡ - ト a
t/T
- Ao ･之
t/
.
T
(s｡ -si) - Vm a x o･ 之
t/T s i/(Rm ･S i) (2)
詳 十 当串
ヱ
I PAo ･(So - S i) - Vm a x oI S i/(Kn･Si) /VQ (3)
昔 ItP Aoくs｡ - s iW m a x･ s i'(Kn ･S i) /vo I - 翠 (A)
:5t:9
10
20
30
4 0
50
60
70
80
90
100
110
120
130
140
150
1占0
170
l eo
1 90
20
2 10
2 20
23 0
240
250
2占O
270
280
290
300
3 10
3 20
330
34 0
35 0
36 0
370
38 0
39 0
40 0
410
420
430
440
450
460
470
480
49 0
500
5 1(〕
520
530
540
550
56O
5 70
580
590
bo o
61O
占20
630
6 40
65 0
占60
670
680
6 90
70
7 10
720
730
7 40
Y M AX=1 0!X TI T L E S=
l
七irn e (min)
-
!Y T I TL E S=
1
5 Ub守tr･ a 七 e (uM )
I
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P R I N T
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第 Ⅲ 章
夫 腸 蘭 及 こド サ J レ を ネ ラ 蘭
古こ お
'
古ナ る 外 刃襲 通 過 税 構
グ ラ ム 陰 性 菌 は そ の 細 胞 最 外 層 に ､ 外 膜 (Otite r
m e mbr a rl e) と い う 膜 構 造 を 持 ち ､ 外 膜 は 種 々 の 物 質
に 対 し て 透 過 障 壁 と な っ て い る ｡ そ の 作 用 部 位 が 外
股 よ り 内 部 に あ る よ う な 抗 生 物 質 が グ ラ ム 陰 性 菌 に
対 し て 抗 菌 力 を 発 現 す る た め に は ､ 外 膜 を 何 ら か の
械 構 で 透 過 し な け れ ば な ら な い ｡
β - テ ク タ ム 抗 生 物 質 は 萌 在 ､ 最 も 汎 用 さ れ て い
る 抗 生 物 質 群 で あ り ､ 多 く の 誘 導 体 が 近 年 ､ 次 々 と
合 成 さ れ ､ 塩 沫 で も 広 く 使 用 さ れ て い る が ､ そ の 作
用 部 位 で あ る ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 質 は 内 膜 の ペ リ プ
ラ ズ ム i?.TJに あ る の で ､ 特 に 外 膜 透 過 性 が 重 要 な 因 子
で あ る ｡
細 胞 質 内 に 蓄 積 さ れ る 溶 質 と 異 な り'､ 比 較 的 狭 小
な べ リ ブ ラ ズ ム 内 に 単 純 拡 散 し て 流 入 す る だ け の β
- ラ ク タ ム 抗 生 物 質 の 外 膜 透 過 を ､ 細 胞 表 層 へ の 吸
着 と 区 別 し て 定 量 的 に 謝 定 す る こ と は 国 東 で あ っ た .
ラ ジ オ ア イ ソ ト ∵ プ に よ る 菌 捧 内 取 り 込 み 実 験 が 利
用 で き な い の で ､ E D T A で外 膜 を 損 傷 し た と き の
薬 剤 感 受 性 の 上 昇 (上 昇 の 割 合 が 小 さ い ぼ ど 外 膜 透
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過 性 が 良 い と 考 え る .
I
) を 卿 定 す る 方 法 やCriptic
fa cte r (ペ リ プ ラ ズ ム た β - テ ク タ マ - ゼ を 産 生 さ
せ ､ 生 菌 体 と 破 砕 菌 体 の 酵 素 活 性 を 比 較 す る) を 求
め る 方 法 が こ れ ま で 利 用 さ れ て き た ｡
し か し な が ら ､ こ れ ら の 方 法 は 外 膜 透 過 速 度 を 直
接 に 測 定 し て い な い の で ､ 東 邦 の 外 膜 透 過 機 構 を 詳
細 に 検 討 す る た め に は 良 い 方 法 で は な い ｡
1 977年 に 薄 井 ら(ム7)､ Z inm er m an nら(107)に よ り ､
ペ リ プ ラ ズ ム 内 β - ラ ク ダ マ ∵ ゼ 清 性 を 用 い て β -
テ ク タ ム 抗 生 物 質 の 外 膜 透 過 性 を 定 量 的 に 測 定 す る
方 法 が 発 表 さ れ た ｡
本 章 で は ､ ♂ - テ ク タ ム 抗 生 物 質 の 外 膜 透 過 機 構
お よ び 外 膜 透 過 に お よ ぼ す 外 膜 脚 お よ び 薬 剤 併 の 要
因 に つ い て 検 討 し た ｡
第 1 節 で は ､ 外 膜 の 研 究 が 最 も よ く 行 わ れ て い る
大 腸 菌 及 び サ ル モ ネ ラ 菌 の 生 菌 体 を 用 い て 検 討 し た ｡
寮 2 節 で は ､ 新 た に 再 構 成 膜 系 で の β
- ラ ク ダ ム 抗
生 物 質 の 透 過 性 珊 定 法 を 考 案 し ､ こ の 系 を 用 い て 外
膜 主 要 成 分 で あ る ポ リ ン 蛋 白 質 ､ リ ン 脂 質 ､ L P S
の β - ラLク タ ム 抗 生 物 質 の 外 膜 透 過 に 関 す る 役 割 に
つ い て 検 討 し た ｡
､
6
～ 3
第 1 節 生 菌 捧 を 用 い た 外 膜 透 過 機 構 の 研 究
Ⅲ - 1 - 1 序
本 節 で は 大 腸 菌 ､ サ ル モ ネ ラ 菌 の 野 性 株 お よ び 外
膜 変 異 株 を 使 用 し て β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 機 構
に つ い て 検 討 し た ｡
な お ー β - テ ク ク マ - ゼ に よ る 加 水 分 解 を 受 け に
(
l
い β` - ラ ク ダ ム 荊 の 外 涙 道 適 性 は ､ 第 V 章 ( 外 膜
透 過 性 と 抗 菌 力 と の 関 係 に つ い て ) で 述 べ る ｡
旦 ニ ニ⊥ニニ且_ _ _+邑塵 地 象
旦 ⊥ _ 腿
Ⅱ - 1 - 1 で 示 し た 当 研 究 室 保 存 棟 か ら ､ 更 に 各
種 外 膜 変 異 株 を 分 離 し た ｡ 大 腸 菌 は ､ C S系 ､ Y A
系 ､ K Y系 を 使 用 し た ｡ C S系 か ら は ､ O m p A 蛋
白 ､ T s x 蛋 白 ､ i a m B 賓 白 の 欠 失 し た 変 異 株 を
そ れ ぞ れ フ ァ ー ジTu 汀㌔ フ ァ ー ジ T6 ､ A - フ ァ ー ジ
耐 性 を 指 標 に し て 分 離 し た ｡ 各 章 白 は ＼ そ れ ぞ れ 外
膜 に お け る 物 質 の 透 過 に 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ
て い る ( 後 述) ｡ y A系 に 屈 す る る 野 性 味 及 び de ep
r o ugb株 か ら ､ セ フ ォ キ シ テ ン 耐 性 を 指 標 に し て(7
3)､ ポ リ ン 蛋 白 欠 失 株 を そ れ ぞ れ 分 離 し た ｡
作 成 し た 変 異 株 の 性 質 は ､ 表 8 に 示 し た
6･tnt
衷8 分離したク順 変充棟のi･1 貿
外頻発由
蘭棟
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C E Z; セフ T ･/I) ン
C M : ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル
T C : テ トラサ イクリ ン
｡ ヽ
0 5
旦 ⊥ 二 出 廷_旦二紅盈
T.ype l b 塑 の ペ ニ シ T) チ
- ゼ を 構 成 的 に 産 生 す る
R - プ ラ ス ミ ドR G N8 23〔耐 性 マ ー カ ー : 且P C, C M, S H,
S U, T C, 濫門, 百草 ) (33)(74)､ ま た はTy pe Ⅱ 型 の ペ ニ シ
リ ナ - ゼ を 構 成 的 に 産 生 す る R - プ ラ ス ミ ドR
■
G N238
〔耐 性 マ ー カ ー : 且P C, C H, Sl , S U, T C, 日g〕 (3 5)の 感 染
株 を 作 成 し た ｡ プ ラ ス ミ ド の 導 入 は ､ 主 に 接 合 伝 達
法 で 行 っ た が ､ 接 合 伝 達 注 が 困 難 な 場 合 は 形 質 転 換
経 で 行 っ た ｡ 只 - プ ラ ス ミ ド 感 染 は ､ 薬 剤 感 受 性 測
定 と 破 砕 菌 液 遠 心 上 滑 の β - ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 と そ
の 基 質 特 異 性 を 測 定 し て 確 認 し た ｡ 表 9 に プ ラ ス ミ
ド 感 染 株 の 葦 荊 感.受 性 を 示 し た ｡
旦 = ⊥ 二 山 臥監
ま ず ､ 大 腸 菌 野 性 株そこ お け る ､ 代 表 的 β - ラ ク タ
ム 前 の 外 膜 透 過 性 ･を 謝 定 し た ｡
表10に 外 膜 に 関 し て 野 性 味 で あ る 大 腸 菌C SI O9と
Y A21に お け る 各 種 β - ラ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 速 度 定
数 C を 示 し た ｡ 外 膜 透 過 速 度 は 薬 剤 間 で 大 き く 異 な
っ て い た . セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 射 で は ､ セ プ チ ゾ - ル
と セ フ ァ ロ T) ジ ン の 外 膜 透 過 速 度 が 高 か っ た ｡ 一 方 ､
セ フ ァ ロ チ ン ､ ” i T - 1 8 0､ セ フ ォ ベ ラ ゾ ン の
外 膜 透 過 速 度 は 低 か っ た ｡ ペ ニ シ リ ン 剤 で は ､ ク ロ
:･
'
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茨10 各種P - ラクタ ム 前の 大腸菌外膜通過性
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Cefa z otin
つ (CEZ)
Cefam an d ol e
( CN D)
〔efopera Zo n e
く〔Pヱ)
HIT- leo
キ サ シ 7) ン の 外 膜 透 過 速 度 が 特 に 髄 か っ た が ､ 他 の
ペ ニ シ リ ン 荊 の 外 膜 透 過 速 度 は 高 か っ た ｡
構 造 が 類 似 し ､ 且 つ ､ 分 子 量 も ほ ぼ 等 し い β - ラ
ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 が こ の よ う に 多 様 性 に 富 ん で
こ と は ー β - ラ ク ダ ム 剤 の 外 膜 透 過 機 構 を 考 え る 上
で も 興 味 深 い ｡ こ の 様 な β - テ ク タ ム 荊 外 膜 透 過 性
の 多 様 性 が な ぜ お こ る か ､ 外 膜 透 過 性 に 及 ぼ す 各 種
細 菌 樹 ､ 薬 剤 榔 の 要 因 に つ い て 以 下 換 討 し た ｡
旦 二 二⊥二二A 遡 墜
表10 に 示 し た モ ノ ア ー ニ オ ニ ッ タ な β - ラ ク タ ム 荊
の 外 膜 透 過 速 度 を 薬 剤 の 分 子 の 親 水 度 の 指 標 と な る
逆.相 T L C Rf佳 に 対 し て プ ロ ッ ト ( 図8) し た ｡ そ
の 構 造 式 ､‾ R f健 と 分 子 量 は 図 9 に 示 し た ｡
ペ ニ シ リ ン 荊 も セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 も ､ 薬 効 分 子
の 親 水 度 の 上 昇 に 伴 い ､ 透 過 速 度 の 上 昇 が 見 ら れ る
が ､ そ の 依 存 性 は セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 方 が 大 き か
っ た ｡
栄 養 物 な ど の 多 く の 親 水 性 低 分 子 物 資 が ､ 永 で 満
た さ れ た チ ャ ン ネ ル で あ る ポ リ ン 孔 を 透 過 し て い る
こ と が 明 ら か に さ れ て お り(4 )(5 )(12) (76)､ そ の
透 過 速 度 は 分 子 の 親 水 度 に 大 き く恵 響 さ れ る(75)｡
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 前 の 場 合 は ー ポ リ ン 孔 を 透 過 す る
68
物 質 で 見 ら れ る 典 型 的 な 性 質 を 示 し て い る の で こ れ
ら セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 は 大 腸 菌 ポ リ ン 孔 を 主 経 路 と
し て い る 羊 と が 推 定 で き る ｡ ペ ニ シ T) ン 荊 の 薬 剤 分
子 に 対 す る 依 存 性 が セ フ ア ･ロ ス ポ リ ン 荊 に 比 べ て 顕
著 に 小 さ か っ た ｡ ペ ニ シ リ ン 荊 と セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
荊 と で ､ そ の 透 過 経 路 に 質 的 な 糞 異 が あ る こ と を 示
唆 し て い る .
Ⅱ - 1 - 5 ポ リ ン 欠 失 株 に お け る 外 膜 透 過 性
β - テ ク タ ム 前 の 外 膜 透 過 に お _
8j
'
る ポ T] ン 蛋 白 の
役 割 お よ び ペ ニ シ リ ン 荊 と セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 外
膜 透 過 機 構 の 善 果 を よ り 詳 細 に 検 討 す る た め に ､ 大
腸 菌 ポ リ ン 蛋 白 欠 先 株 を 用 い て ､ ♂ - ラ ク ダ ム 荊 の
外 膜 透 過 速 度 を 測 定 し た ｡
ポ リ ン 蛋 白 の 欠 先 に よ り ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の
外 膜 透 過 速 度 は ､ 親 水 性 の も の は ど よ り 大 き く 減 少
し (セ フ テ ゾ - ル で 65分 の 1 ､ セ フ ァ ロ チ ン で 約 2
分 の 1) ､ ポ リ ン 蒼 白 欠 失 株 に お い て は ､ そ の セ フ
ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 外 膜 透 過 速 度 は そ の 親 水 度 に ほ と
ん ど 依 存 し な く な っ た ｡
一 方 ､ ペ ニ シ リ ン 射 で は ポ リ ン 書 自 の 欠 失 に よ り ､
最 も 疎 水 的 な ア パ ル シ リ ン の 外 膜 透 過 速 度 は 全 く 変
化 せ ず ､ ま た ､ 最 も 親 水 的 な ア ン ピ シ リ ン で も 外 膜
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図 9 大酒菌Y A2 1に お け る外僻遠過速度
と発効分子 の 親水度と の 関係】､
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透 過 速 度 の 減 少 は わ ず か で あ っ た ｡ ペ ニ シ リ ン 剤 は
ポ リ ン 蛋 白 矢 先 株 に お い て も 高 い 外 膜 透 過 速 度 を 維
持 し て お り ､ 更 に ､ 野 性 味 で の 場 合 と は 逆 に_薬 剤 分
子 の 疎 水 度 に わ ず か で は あ る が 依 存 し た ｡
以 上 の 結 果 は ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 割 と ペ ニ シ リ ン
荊 で ､ ポ リ ン 孔 透 過 性 が 異 な る こ と を 示 し て い る ｡
す な わ ち ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 は 主 に ポ リ ン 孔 を 介
し て 外 膜 を 透 過 し て い る ｡ し た が っ て ､ ポ リ ン 欠 失
抹 で は ､ は と ん ど 外 隅 を 透 過 で き な く な る ｡
ペ ニ シ リ ン 剤 の 分 子 量 は 334- 5 4 4と 比 較 的 小 さ
く ､ ポ リ ン 孔 の 排 除 限 界 60 0(10)よ り も 明 ら か に 小
さ い ｡ 更 に ､ ア ン ピ シ リ ン は 比 較 的 親 水 性 で あ る か
ら ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が 野 性 味 に お い て も ポ リ ン 孔 以 外
の 部 分 を 主 に 透 過 し て い る と は ､
■ こ れ だ け の 結 果 か
ら は 結 論 で.き な
い が ､ 少 な く と も ポ リ ン 欠 東 棟 に お
い て は ポ リ ン 孔 以 外 の 部 分 を 透 過 し て い る こ と ば 明
ら か で あ る ｡
ポ リ ･ン 欠 失 抹 で の ペ ニ シ リ ン 剤 の 外廟 透 過 速 度 が
薬 剤 分 子 の 疎 水 度 に 依 存 し て い る こ と か ら ､ ポ リ ン
欠 未 練 に お け る ポ リ ン 孔 以 外 の 透 過 経 路 と し て ､ 外
膜 疎 水 領 域 の 分 配 ･ 拡 散 に よ る 単 純 拡 散 が 考 え ら れ
る ｡
7て
旦 二 出 藍
L P Sの へ プ ト - ス か ら 先 の 部 分 が 欠 失 し た de ep
r ougb変 異 株 に お い て ､ β - ラ ク ダ ム 剤 の 外 膜 透 過
性 を 珊 定 ( 図10- O - ) し た ｡
de ep r o ugb抹 で の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 外 膜 透 過
速 度 は ､ 野 性 味 で の 場 合 と ほ と ん ど 変 わ ら な か っ た
が ､ ペ ニ シ リ ン 荊 で は 透 過 速 度 が 顕 著 に 増 加 し た ｡
de ep ro ugh株 で は ､ L P S糖 鎖 が 欠 失 す る こ と に よ
る 二 次 的 変 化 に よ り ､ 外 膜 外 表 面 に リ ン 脂 質 が 露 出
す る こ と が 報 告 さ て い る(77)｡ 従 っ て ､ 以 上 の 結 果
は ペ ニ シ リ ン 荊 が 外 膜 疎 水 領 域 を 透 過 で き る こ と を
支 持 す る も の で あ る ｡
旦 ニニ⊥ 二 ニユ _ _+ 粗 造j臥旦 _監jむ鑑三L L旦逆+こニ
ペ ニ シ リ ン 荊 は ､ 少 な く と も ポ リ ン 蒼 白 欠 失 株 で
は ､ ポ リ ン 孔 以 外 の 外 膜 部 分 を 透 過 し て い る こ と が ､
前 項 ま で の 研 究 か ら 示 唆 さ れ た ｡
し か し な が ら ､ 野 性 株 (ポ リ ン 苦 自 が 存 在 す る)
で も ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が ポ リ ン 孔 以 外 の 部 分 を 透 過 で
き る か ど う か は 明 ら か で な い ｡ な ぜ な ら ば ､ 外 膜 蛋
白 の 5 0 %近 く を も 占 め る ポ 7) ン 蛋 白 の 欠 先 に よ っ
て ､ 外 隈 構 造 に 変 化 が 生 じ(77)(78)た 欠 未 練 で の み ､
ペ ニ シ リ ン 荊 が 外 膜 を 透 過 で き よ う に な っ た と も 考
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え ら れ る ｡
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 代 表 と し て セ フ ァ ゾ リ ン ､
ペ ニ シ リ ン 剤 の 代 表 と し て ア ン ピ シ リ ン ⊥ 了
パ ル シ
リ ン を 選 び ､ そ れ ら 薬 剤 の 外 膜 透 過 速 度 の 温 度 依
存 性 を 調 べ た ｡ ( 図11) ¢ ア ン ピ シ リ ン の 大 腸 菌 野
性 味 に お け る 温 度 依 存 性 は ､
■
セ フ ァ ゾ リ ン に 比 べ て
顕 著 に 大 き か っ た ｡ 図11の ア
レ ニ ウ ス プ ロ ッ ト か
ら ､ 活 性 化 エ ン タ ル ピ ー を 求 め て 表11に 示 し た ｡ ア
ン ピ シ リ ン ､ ア パ ル シ リ ン の 外 膜 透 過 の 活 性 化 エ ン
ク ル ピ ー は ､ 野 性 抹 で そ れ ぞ れ ､ 2 4Kc al/m ol ､ 1 6
xc al/ m.1 と極 め て 高 い 佳 で あ っ た o 更 に ､ ポ リ ン
蛋 白 欠 失 株 に お い て も ､ そ れ ぞ れ24Ec al/ mol ､ 1 7
Ec al/ m ol と高 い 値 だ っ た ｡
一 方 ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 で あ る セ フ ァ ゾ
7) ン の 馴 生 化 エ ン .タ ル ピ
ー
ー
は ､ こ れ ら 薬 剤 の 活 性 化
ェ ン タ )i/ ピ ー に 比 べ て か な り 低 い 佳 (6Xc al/ m ol
) だ っ た ｡
一 般 に ､ 水 で 満 た さ れ た チ ャ ン ネ )i
, の 透 過 は 低 い
活 性 化 エ ソ タ ル ピ ー で 十 分 で あ る が ､ 水 柏 か ら 疎 水
相 へ の 分 配 を 伴 う プ ロ セ ス に は 脱 水 和 の た め に ､ 活
性 化 エ ン ク ル ピ ー は 高 く な る o
ポ リ ン 矢 先 抹 だ け で な く 野 性 株 に お い て も ､
ペ ニ
シ リ ン 剤 の 活 性 化 エ ン タ ル ピ ー が 高 か っ た こ と は ､
7A
正 常 な 外 膜 に お い て も ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が 疎 水 領 域 を
分 配 ･ 拡 散 に よ っ て 透 過 す る こ と を 示 し て い る ｡
一 方 ､ セ フ ァ ブ‾ワ‾5;'Trの 括 性 化 エ ン タ !L, ピ ー は ､ ペ
ニ シ リ ン 荊･に 比 べ る と 顕 著 に 小 さ か っ た ｡ こ れ は 親
水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 が 水 で 満 た さ れ た チ ャ ン ネ
ル で あ る ポ リ ン 孔 を 透 過 し て い る こ と を 示 し て い る ｡
し か し な が ら ､ こ の 値 は 水 相 で の 物 質 の 拡 散 に 必 要
な 活 性 化 ヱ ン ク ル ピ ー で あ る ユ.3Ec aユ/ m ol (79)よ
り や や 大 き い 値 で あ る ｡ こ れ は ポ リ ン 孔 を 物 質 が 透
過 す る と き ポ リ ン 内 部 の 水 分 子 と ポ リ ン 孔 内 壁 と の
水 素 結 合 の 切 断 が 必 要 な た め と 推 定 さ れ る ｡
旦 = 出 +臥医
大 腸 菌 ポ リ ン 雷 白 は ､ 培 地 申 の 浸 透 圧 に よ っ て 産
生 量 が 爾 節 さ れ て い る(80)(8り ｡ す な わ ち ､ 低 浸 透
圧 下 で は 主 に O m p F 蛋 白 が 合 成 さ れ ､ 高 浸 透 圧 下
で は ､ 逆 に O m p C 賓 自 が 主 に 合 成 さ れ る( 80)｡
大 腸 菌 野 性 抹 に お い て ､ 生 育 培 地 の 浸 透 圧 を 変 化
さ せ る こ と に よ り ､ O 孤 p C ､ O m p F 蒼 白 の 産 生
比 を 変 化 さ せ ､ ア ン ピ シ リ ン と セ フ ァ ゾ 7) ン の 透 過
速 度 を 却 定 ( 図12) し た ｡ 低 浸 透 圧 培 地 と し て 水 鳥
ら? Med iu m A(72)を 2 倍 希 釈 し て 使 用 し た ｡ ま た ､
高 浸 透 圧 培 地 と し て ､ 同 培 地 に 2 0 %膏 糖 を 添 加 し
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た も の を 使 用 し た .
高 浸 透 圧 下 で 培 養 し た 菌 で は O m p F 賓 白 が ほ と
ん ど 産 生 さ れ て い な い ｡ こ の 時 ､ セ フ ァ ゾ リ ン の 透
過 速 度 は ､ 怯 浸 透 圧 で 培 養 し た 菌 で の 場 合 の 10分 の
1 以 下 に 低 下 し た ｡
一 方 ､ ア ン ピ シ T) ン の 透 過 速 度 は O m p F 茸 白 ､
0 m p C 蛋 白 の 産 生 量 の 変 化 に よ っ て も ､ は と ん ど
変 化 し な か っ た ｡
大 腸 菌 ポ リ ン O 孤 p F 蛋 白 と O 孤 p C 蛋 白 は 類 似
し た 性 質 を 持 つ (82)が ､ 0 m p F 賓 自 の 形 成 す る 透
過 孔 の 内 径 が O m p C 賓 白 の 形 成 す る 透 過 孔 内 掻 よ
り も 大 き く(82)､ そ の 結 果 O m p F 透 過 孔 の 方 が 通
過 数 率 が 良 い と さ れ て い る(75)(83)｡
こ の 様 な 事 実 と 本 結 果 を 考 え 合 わ せ る と ､ 親 水 性
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 で あ る セ フ ァ ゾ リ ン は ､ ポ リ ン
透 過 孔 ､ 特 に O m p F 奮 白 の 形 成 す る ポ リ
■
ン 透 過 孔
を 主 に 透 過 し て い る こ と が わ か る ｡
一 方 ペ ニ シ 7) ン 荊 の 場 合 は ､ ポ リ ン 孔 透 過 性 が そ
れ ほ ど 重 要 で は な い か ､ あ る い は 0 皿 p C ポリ ン 孔
を O m p F ポ リ ン 孔 と 同 様 に 効 率 良 く 透 過 で き る か
の ど ち ら か で あ る ｡
し か し な が ら ､ 先.の 活 性 化
エ ン タ ル ピ ー の 結 果 と
考 え 合 わ せ る と ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が 野 性 抹 (ポ リ ン 孔
7T
が 存 在 し て も) に お い て で さ え も ､ ポ リ ン 孔 以 外 の
外 膜 疎 水 領 域 を 主 要 な 外 膜 透 渦 経 路 と し て い る た め
に ､ O m p F 蛋 白 ､ O m p C 蛋 白 の 産 生 産 に 柵 関 係
な 外 膜 通 過 速 度 を 示 す も の と 考 え ら れ る ｡
虹 盈過温
本 節 で は ､ O m p F 蜜 白 の み ､ 0 m p C 輩 自 の み
及 び 両 室 自 を 欠 失 し た 3 種 の 変 異 株 を 使 用 し て ､ セ
フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の ポ リ ン 孔 透 過 性 に つ い て 挽 附 し
た ｡
o m p F ､ O m p C 両 蛋 白 欠 失 変 異 株 f( Y 2 5 6
2(64)は ､ 調 節 逆 伝 子 で あ る 且+ 牡J L旦 変 異 株 で あ る ｡
o m p F ポ リ ン の み を 産 生 す る 外 膜 変 異 株 K Y2 2
o 9は ､ 血 遭 伝 子 の プ ロ モ ー タ - 領 域 の 変 異
に よ り ､ 血 旦 遺 伝 子 の 珊 節 を 受 け ず に O m p F
を 産 生 す 為 ｡ o m p c ポ リ ン の み を 藤 生 す る 外 膜 変
異 株 K Y 2 2 0 1 も､ 血 漣 伝 子 の 調 節 を 受 け
ず に ､ 0 m p C 蛋 白 を 産 生 す る 株 で あ る ｡
最 も 親 水 度 の 高 い セ フ テ ゾ - ル で は ､ 0 m p C ポ
7) ン の 欠 先 に よ り 透 過 速 度 が75 %6こ､ O m p F ポ リ
ン の 欠 先 に よ り 2 .5 %に ､ 0 m p F ､ 0 m p C 両 蛋
白 欠 先 に よ り 0.3 %に 低 下 し た ｡ つ ま り ､ セ プ チ ゾ
- ル は O m p F ポリ ン 孔 を O m p C ポリ ン 孔 よ り も
i7
て
白
30倍 以 上 も 良 く 透 過 で き る ｡ そ れ 以 外 の 薬 剤 で は ､
野 性 株 で の 透 過 速 度 よ り も O m p F 蛋 白 の み を 産 生
す る H Y2 2 0 9で の 透 過 速 度 の 方 が 大 き か っ た ｡
セ フ ァ ゾ リ ン や セ フ ァ ロ テ ン の よ う な 親 水 性 の セ フ
ァ ロ ス ポ T) ン 剤 の 0 叩 P F ポ リ ン 孔 透 過 性 は ､ O m
p c ポ リ ン 孔 よ り も ､ そ れ ぞ れ6 0倍 ､ 25倍 良 か っ た ｡
野 性 株 と ポ リ ン 欠 失 株 と の 間 の 外 膜 透 過 速 度 の 費 は ､
薬 剤 の 疎 水 度 が 増 加 す る に 従 っ て 減 少 し た ｡
既 に ､ ニ 階 登 ら(82)､ Be n z ら(84)に よ り ､
o rn p F ポリ ン 孔 の 末 路 〔0. 5 8州 〕 は ､ 0 m p C ポ
リ ン 孔 の 穴 径 〔0 .5 4n m〕 よ り も や や 大 き い こ と が 報
告 さ れ て い る ｡ 従 っ て ､ 分 子 量 の 大 き い 物 質 や 疎 水
的 な 物 質 は O 孤 p C ポ リ ン 孔 よ り も O m p F ポリ ン
孔 を よ り 劾 率 良 く 透 過 す る ｡
K Y2 2 0 9は O m p F 求 t) ン 蛋 白 の み を 産 生 す
る が ､ そ の 量 が 野 性 株 よ り 多 い た め に 野 性 株 よ り も
高 い 透 過 速 度 を 示 し た と 考 え ら れ る ｡ セ フ テ ゾ
- ル
は 極 め て 親 水 度 の 高 い 薬 剤 で あ る の で ､ 0 m p C ポ
リ ン 孔 を も 効 率 良 く 通 過 で き る の で ､ 野 性 株 と O m
p F の み を 産 生 す る 株 で の 透 過 速 度 の 逆 転 現 象 が 観
察 さ れ な い も の と 考 え ら れ る ｡
親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 が ､ 中 性 糖 で 報 告(74)
さ れ て い る よ り も ､ O m p F ポ リ ン 孔 透 過 性 が 良 い
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(o rn p C ポリ ン 孔 に 比 べ て) の は ､ セ フ ァ ロ ス ポ
リ ン 剤 の 持 つ 負 の 電 荷 に よ る も の と 思 わ れ る ｡
ま た ､ K I T- 1 80 やセ フ ォ ベ ラ ゾ ン で 観 察 さ た 結 果
は ､ こ れ ら 疎 水 的 な 薬 剤 の ポ リ ン 孔 透 過 性 は 低 い が ､
わ ず か に O In p F ポ リ ン 孔 を 透 過 で き る. こ と を 示 唆
し て い る ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 は 主
に O m p F 蛋 白 の 形 成 す る ポ リ ン 孔 を 介 し て 外 膜 を
透 過 し て い る こ と が わ か っ た ｡
虹 工
本 節 で は 外 膜 透 過 に 及 ぼ す 電 荷 の 影 響 に つ い て 検
討 し た ｡ 正 の 奄 荷 を 持 つ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 で あ る
セ フ ァ ロ リ ジ ン は ､ そ の 親 水 鹿 川f植) か ら 予 憩 さ
れ る よ り も 高 い 透 過 速 度 を 示 し た (図13) ｡
一 方 ､
セ フ ァ ロ リ ジ ン と 類 似 し た 構 造 を 持 つ が ､ 負 の 電 荷
が 多 い セ ア ズ ロ ジ ン で は 逆 に 親 水 度 か ら 予 想 さ れ る
よ り も 低 い 透 過 速 度 を 示 し た ( 図13) ｡ ペ ニ シ リ ン
剤 に お い て も ､ カ ル ペ ニ シ リ ン の よ う に カ ル ポ キ シ
ル 基 を 持 つ も の は 低 い 外 膜 透 過 速 度 を 示 し た ｡ β
-
ラ ク タ ム 荊 の 外 僻 遠 過 に お い て 正 の 電 荷 は 促 進 的 に ､
負 の 電 荷 は 阻 書 的 に 撒 く こ と が わ か っ た ｡
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吐 乳
1 965年 ､ Leiv e = )ら に よ り 大 腸 菌 をE D TA処 理 す
る と 疎 水 的 棄 荊 に 対 し て 感 受 性 に な る こ と ､ ま た 玉
城 ち(85)に よ り 大 腸 菌 の ノ ポ ピ オ シ ン 感 受 性 変 異 株
が L P S糖 鎖 部 分 の 欠 失 し た de ep r o ugb変 異 株 で あ
る こ と が 明 ら か に さ れ ､ グ ラ ム 陰 性 菌 の 疎 水 的 薬 剤
に 対 す る 括 抗 性 が L P Sに 起 因 し て い る こ と が 示 さ
れ て い る ｡
Ⅲ - 1 - 6 で ､ deep r o tlgh株 で の ペ ニ シ T) ン 郊 ､
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 透 過 性 に つ い て 一 部 述 べ た が ､
本 筋 で 辻de ep r o ugh株 を 含 め ､ L P S糖 鎖 が 種 々 の
長 さ で 欠 失 し た 変 異 株 を 用 い て 外 膜 透 過 に お け る L
p sの 投 書Ilに つ い て 述 べ る ｡ 変 異 株 の L P Sの 構 造
は 固 い=こ 示 し た ｡
大 腸 菌 L P S変 異 株 の 各 種 棄 郊 に 対 す る 感 受 性 を
測 定 し た ( 図15) ｡ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 で あ
る セ ア オ キ シ チ ン や セ フ ァ ゾ リ ン に 対 す る 棄 荊 感 受
性 は L P S糖 鎖 の 長 さ に よ っ て は と ん ど 変 化 し な か
っ た ｡ し か し な が ら ､ ミ ノ サ イ タ リ ン や ク リ ス タ ル
バ イ オ レ ッ ト の よ う な 疎 水 的 抗 菌 荊 や 色 素 お よ び 疎
水 的 β - ラ ク ダ ム 荊 で あ る ク 口 早 サ シ リ ン や C P C
- o 4 3(高 度 疎 水 的 セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 : 後 述)
に 対 す る 棄 荊 感 受 性 は L P S糖 鎖 が 短 く な る に 従 っ
う2 .～
-
図14 L P Sの構造
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て 連 続 的 に 上 昇 し た ｡
一 方 ､ エ リ ス ロ マ イ シ ン や 疎 水 的 ペ ニ シ リ ン 剤 で
あ る ナ フ シ リ ン で は ､ 糖 鎖 層 の 長 さ と は 不 連 続 的 に
感 受 性 が 上 昇 し た ｡ す な わ ち ､ こ れ ら 薬 剤 で は R c…
l
変 異 株 で 急 激 な 感 受 性 の 増 加 が み ら れ た ｡
こ の よ う な L P S欠 先 に よ る 不 連 続 的 な 感 受 性 の
増 加 は ､ L P S糖 鎖 の 欠 失 に よ る 突 然 の 膜 結 晶 構 造
破 壊 に よ る 外 膜 表 面 へ の 7) ン 脂 質 層 の 館 山 に よ っ て
も 説 明(6)(4 )(77)可 能 で あ る ｡ 二 階 堂 ら は(86)､
A d 変 異 株 よ り 急 激 な ナ ア シ 7) ン や エ リ ス r7 マ イ シ
ン 感 受 性 の 上 昇 と ナ フ シ 7) ン の 菌 体 内 取 り 込 み 墓 の
増 加 こ と か ら こ の 就 杏 支 持 し て い る ｡
し か し ､ 著 者 の 得 た 結 果 で は ､ L PS 糖 鎖 の 欠 先
に 対 し て 連 簡 約 な 感 受 性 の 増 加 が 見 ら れ た ､ ク 口 車
サ シ リ ン ､ C P C- 0 43 ､ ミ ノ サ イ ク リ ン ､ ク リ
ス タ ル /ヾ イ オ レ ッ ト な ど の 疎 水 的 薬 剤 に 対 す る 透 過
障 壁 は ､ 膜 結 晶 構 造 の 破 壊 よ り も 糖 鎖 周 が よ り 重 要
な 因 子 と し て 飽 い て い る こ と を 示 唆 し て い る ｡
神 尾 と 二 階 堂(77)は ､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 細 菌 に 作
用 さ せ た 際 の 遊 離 リ ン 酸 の 測 定 に よ り ､ 野 性 株 で は
外 膜 表 面 に ほ と ん ど リ ン 脂 栄 が 存 在 し な い の に 対 し
て ､ 氏 d 変 異 株 よ り 糖 鎖 が 短 く な と 外 減 衰 面 に リ ン
脂 質 が 露 出 す る と 報 告 し て い る ｡ し か し ､ 著 者 は そ も
84
固IS 大脇甘LP S変異株の 卿 好負性
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図17 イ ソキサゾイ ル 系 ペ ニ シ リ ン荊の構造式
♂ A
I.2 N
＼
√て H o
･
HてCj
CH
CH
C O OH
structu r eof l5 0 X a
ヱOyl Pe niciuin
R, R?
” H Ox a ciuin
cI H CIox a ciuin
cI CI Diclo x a ⊂ilLin
ド C FLucLo x a ciuin
8‾5
I) q Old 11
tっtN )
t 8o1
崇 K:
崇 d～ :
( つrM I
lb 1
只 巴
亡
l′
ど
亡
言G
&
4
11 -' o d a
tつ M )
lb l
I
-ヽ
A
f つI NI
E
b l
巴 d ハ ‾ O o q d
†つIM l.■o 1
1
C
∂
イ
tl
G.
｡○
l 王
Jb∝
氾
1 ユMI
.8o1
弓6._
<
V
号
t
ぎ
暑淳
i…
I
U
ぎ
′
t
-
f
i
!,盲
し
書
1皇
0こ
rd
¢:
I
O
■l
U
5
aL Ji r' lI - O 0
( ⊃l H )
(6er｢
(:I V l 叫ヽ
V I P l r v
封
南
噂
羅
槻
Q
悲
咲
鶴
∽
a.-
J
檀
けヽ
･轄
～
.ゝ
ヽ
*
U⊃
I- ･+
国
の よ う な 有 意 な リ ン 酸 の 遊 離 は 追 試 確 寵 で き な か っ
た ｡
サ ル モ ネ ラ 菌 の 糖 鎖 矢 先 変 異 株 で も ､ 大 腸 菌 の 場_
合 と ほ ぼ 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た ( 図16) o す な わ ち ､
セ フ ァ ゾ リ ン や セ フ ォ キ シ チ ン に 対 す る 感 受 性 は ､
糖 鎖 欠 先 に よ る 影 響 が ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た ｡ ク
7) ス タ ル バ イ オ レ ッ ト ､ タ ロ キ サ シ 7) ン ､ C P C -
o 4 3で は ､ 糖 鎖 の 矢 先 に 従 っ て 連 続 的 に 感 受 性 の
上 昇 が 見 ら れ た o
一 方 ､ エ 7) ス ロ マ イ シ ン や ナ フ シ 7) ン で は 二 階 堂
ら の 報 告(86)の よ う に R d変 異 株 か ら 急 激 に 感 受 性
の 増 大 が み ら れ る が ､ 他 の 変 異 株 で も 若 干 の 感 受 性
の 上 昇 が 見 ら れ た ｡
L P S の 透 過 障 壁 と し て の 作 用 は ､ 外 膜 結 晶 構 造
の 維 持 ､ あ る い は 糖 鎖 部 分 の 親 水 層 の ど ち ら か 一 方
に よ る も の で は な く ､ 両 方 が 複 雑 に 関 与 す る と 考 え
ら れ る ｡ ク 口 車 サ シ リ ン に 代 表 さ れ る 棄 荊 で は ､ L
p s糖 鎖 層 が 大 き な 役 割 を 占 め ､ ナ ア シ リ ン の よ う
な 疎 水 性 の 高 い 薬 剤 で は 外 膜 結 晶 構 造 の 維 持 が よ り
重 要 と 考 え ら れ る ｡
タ ロ キ サ シ 7) ン の 外 膜 透 過些二 二⊥ニ ュ星 山 乱数
6 位 榔 鎖 に イ ソ キ サ ゾ イ ル 基 を 持 つ ペ ニ シ リ ン 荊
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( 図17) は グ ラ ム 陽 性 菌 に の み 抗 菌 力 を 示 す と い う
l
特 徴 的 な 性 質 を 示 す ( 表13) ｡ こ れ ら 薬 剤 の グ ラ ム
陰 性 菌 ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 に 対 す る 親 和 性 は ､ セ フ
ァ ゾ リ ン な ど の グ ラ ム 陰 性 菌 に 抗 菌 力 を 示 す 薬 剤 と
は と ん ど 善 果 は な く(87)､ グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る 弱
い 抗 菌 力 の 理 由 は ､ 外 膜 透 過 性 の 低 さ に よ る と 推 定
(88)さ れ て い た ｡
前 訪 で 述 べ た よ う に ､ タ ロ キ サ シ 7) ン は deep ∫ o u
gh株 で は 感 受 性 の 上 昇 が 見 ら れ た ｡ 図15､ 図16､ 表
14) o し か し ､ deep r o ugh抹 か ら O m p F 蛋 白 が 欠
失 す る と ､ タ ロ 車 サ シ ソ ン に 対 す る 感 受 性 は 再 び 野
性 味 の 値 ま で 低 下 し た ｡ こ れ に 対 し て ､ ミ ノ サ イ ク
リ ン と ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト に 対 す る 感 受 性 は ､
de ep r o ugb株 か ら O m p F 蛋 白 が 欠 発 し て も 全 く 変
化 し な か っ た ｡ 従 っ て ､ deep r o ugb抹 で の こ れ ら 2
つ の グ ル ー プ の 東新 の 永漢 透 過 経 路 は 異 な る と 考 え
> ヽ
り れ る ｡
タ ロ キ サ シ ソ ン の 外 膜 遠 退 速 度 を 測 定 ( 図18) し
た ｡ 野 性 株 (Y A21) で の タ ロ 車 サ シ T) ン の 外 膜 透 過
速 度 は セ フ ァ ゾ リ ン の 15分 の 1 と き わ め て 低 い 値 で
あ っ た ｡ dee p r o ugh株 で は 野 性 株 の 約 4 倍 の 透 過 速
度 を タ ロ キ サ シ リ ン は 示 し た ｡ de ep r o ugh株 か ら O
m p F ポ リ ン 蛋 白 が 欠 失 す る と 野 性 味 の レ ベ ル ま で
8 8
表13 イソ キ サ ゾイ ル 系 ペ ニ シ T) ン荊に対する各種蘭株の 費荊懲受性
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表14 大浦蘭タ川頁変異株 の 素荊感受性
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図19 ク リス タ ル バ イ オ レ ッ トの 蘭捧内取り込み
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透 過 速 度 が 低 下 し た ｡ し か し ､ 野 性 株 か ら ポ リ ン 蛋
白 が 欠 失 し て も ､ 透 過 速 度 の 変 化 は 起 こ ら な か っ た ｡
セ フ ァ ゾ リ ン の de ep r ough株 で の 透 過 速 度 は ､ 野 性
株 で の 約 3 分 の 1 だ っ た が ､ こ れ はde ep ro ugh株 で
は ､ 効 率 の 長 い O m p F 蛋 白 の 産 生 が 低 下 し て い る
た め で あ る(63)｡ 以 上 の 結 果 は 薬 剤 感 受 性 の 結 果 と
良 く 一 致 す る ｡
一 方 ､ Gu stafs son ら の 方 法(58)で 郵 定 し た ク リ ス
タ ル バ イ オ レ ッ ト で は ( 図19)
`
､ de ep r o ugh株 で 上
昇 し た 透 過 速 度 はde ep r o ugh株 か ら O m p F ポリ ン
蛋 白 が 欠 泉 し て も 変 化 し な か っ た ｡
L P S糖 鎖 の 欠 先 に よ り ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
は 外 膜 疎 水 領 域 を ､ ク ロ ヰ サ シ リ ン は O 孤 p F ポリ
ン 孔 を 透 過 で き る よ う に な っ た と 考 え ら れ る ｡ L P
S 糖 鎖 層 は 著 し く 疎 水 度 の 高 い 物 質 だ け で な く ､ ポ
リ ン 孔 を 透 過 で き る 物 質 に 対 し て も 透 過 障 壁 と し て
伴 用 す る と 考 え ら れ る ｡
旦 = ⊥ = 虹 j + む臥各層 _望jリむむ = 且 _と旦二 む 臥姓腰班 - 1 - 1 3
造 出 監
ポ リ ン 蛋 白 以 外 に 多 く の 外 膜 蛋 白 が 存 在 し ､ そ の
中 の 幾 つ か は マ ル ト ー ス ､ ア ミ ノ 酸 な ど 特 定 物 箪 の
外 膜 透 過 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る(26)(25)(2
･
i:
I
.g-1
7)｡ 本 節 で は ー そ れ ら 外 膜 蛋 白 の β - ラ ク タ ム 対 外
膜 透 過 - の 関 与 に つ い て 検 討 し た ｡
ま ず O m p A 蛋 白 に つ い て 検 討 し た ｡ 0 孤 p A 蛋
白 は ポ リ ン 蛋 白 と 同 様 に ､ 外 膜 に 大 量 に 存 在 す る ｡
ま た ､ 接 合 伝 達 に お け る 受 容 体 と し て の 機 能(89)や
ヌ ク レ オ シ ド の 透 過 に 関 与 し て い る(26)｡ 大 腸 菌 C
S 1 O 9 とそ の ポ リ ン 蛋 白 欠 失 株 C S1 9 7の 両 株
か ら ､ O m p A 蛋 白 欠 発 変 異 株 を フ ァ ー ジ T u l
y
耐
性 を 指 標 に し て 分 離 し ､ そ れ ぞ れ C U2 0 4, C U
2 0 5と 命 名 し た ｡ こ れ ら 菌 株 で ､ ア ン ピ シ リ ン と
セ フ ァ ゾ リ ン の ペ リ プ ラ ズ ム 内 濃 度 を 測 定 ( 図2 0)
し た ｡ 用 い た 菌 抹 で の ペ ニ シ リ ナ - ゼ 産 生 董 が 等 し
い こ と を 確 認 し て あ る の で ､ 薬 剤 の ペ ソ
'
プ ラ ズ ム 何
遍 度 か ら 菌 株 間 で の 相 対 的 な 外 膜 透 過 性 の 比 較 が で
き る ｡ セ フ ァ ゾ リ ン も ア ン ピ シ リ ン も O m p A 蛋 白
の 突 先 に よ る ペ 7) ブナラ ズ ム 肉 感 度 の 低 下 は 見 ら れ ず ､
逆 に 上 昇 が 見 ら れ た ｡ 特 に ､ 0 m p A と ポ
●1
7) ン 晋 白
の 両 方 が 矢 先 し た 抹 で の ア ン ピ シ Tj ン の ペ 7) プ ラズ
ム 内 減 産 の 上 昇 が 顕 著 で あ っ た ｡ ペ リ プ ラ ズ ム 内 灘
度 の 上 昇 は ､ 外 膜 蛋 白 の 大 豊 欠 先 に よ り 外 膜 構 造 が
不 安 定 と
'
な り ､ そ の 結 果 透 過 性 が 上 昇 し た た め と 考
え ら れ る (前 出) ｡
以 上 の 結 果 か ら ､ ♂ - テ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 に 0
9之
図20 0m p A賓白とア ン ビシ1)ン ､ セ フ ァ ゾ1)ン の外頗透過性
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孤 p A 蛋 白 は 直 接 的 に は 関 与 し な い と結論され た｡
次 に ､■ L a m 8 蛋 白 に つ い て 検 討 し た ｡ 1∴a m B
葦 白 は マ ル ト ー ス ･ マ ル ト デ キ ス ト リ ン に 対 す る 特
異 的 な チ ャ ン ネ )i, を 形 成 す る(22)(23)(90).(91)｡ L
a m 王∋ 蒼 白 は ､ マ ル ト ー ス の 存 在 下 で の み 誘 導 産 生
さ れ る の で ( 図21) ､ マ ル ト ー ス 存 在 下 ､ 非 存 在 下
で そ れ ぞ れ 培 養 し た 営 林 を 用 い て ､ セ フ ァ ゾ リ ン と
ア ン ピ シ リ ン の ペ リ プ ラ ズ ム 内 濃 度 を 測 定 し た ｡ L
a 孤 B 雷 白 が 存 在 し て も ､ 同 乗 荊 と も ペ リ プ ラ ズ ム
内 濃 度 は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た ｡ 但 し ､ ご れ ら の
菌 は い ず れ も ポ リ ン 賓 自 を 持 つ の で ､ 更 に ポ リ ン 欠
東 棟 ( C S1 9 7) か ら l - フ ァ ー ジ 耐 性 を 指 標 に
し て 分 放 し た L a m B 蛋 白 欠 失 変 異 株 C U2 0 7の
薬 剤 感 受 性 を 潮 足 し た が ､ C S1 9 7株 と の 間 に 澄
異 は 認 め ら れ な か っ た ｡
以 上 の 結 果 か ら ､ ♂ - ラ ク タ ム 荊 の 外 僻 遠 過 に L
a m B 蛋 白 は 関 与 し て い な い と 結 論 さ れ た ｡
次 に ､ T a x 蛋 白 に つ い て 検 討 し た ｡ T s x 蛋 白
は ､ ヌ ク レ オ シ ド の 外 膜 透 過 に 関 与(27)し て い る と
報 告 さ れ て い る ｡ T a x 蛋 白 の 欠 先 に よ る β - ラ ク
ダ ム 剤 感 受 性 の 変 動 は 認 め ら れ な い た め ､ T s x 蛋
白 は β - ラ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 に 関 与 し な い と 考 え
ら れ る ｡
て9:･A
な お ､ 大 腸 菌 K - 1 2株 で は ､ リ ン 酸 欠 乏 下 で 誘
導 産 生 さ れ(2 0)(19)､ ま た ､ ポ リ ン 欠 洗 練 の 復 帰 変
異 株 に お い て ､ し ば し ば 構 成 的 に 産 生(21)さ れ る よ
う に な る P h o E 蛋 白(93)(9ム)が 知 ら れ て い る ｡ こ
の 蛋 白 は ､ 0 m p F ､ 0 m p C 蛋 白 と 同 様 に ポ 7) ン
と し て の 機 能 を 持 っ て い お り ､ 特 に リ ン 酸 お よ び リ
ン 酸 化 合 物 の 外 膜 透 過 に 関 与 し て い る(92)｡ こ の ポ
リ ン は ､ 0 m p F ､ 0 m p C ポ リ ン と 異 な り ､ 負 の
電 荷 を 持 つ 溶 質 に 対 し て 選 択 的 な 透 過 性 を 示 す こ と
が 知 ら れ て い る ｡ 著 者 は ､ β - ラ ク タ ム 封 の こ の P
h o E ポ リ ン 孔 透 過 性 に つ い て 測 定 し な か っ た が ､
ニ 階 望 ら に よ り モ ノ ア ニ オ ニ ッ ク な セ フ ァ ロ ス ポ T)
ン 荊 の 透 過 性 は ､ 0 孤 p F ポ リ ン 孔 よ り も P 血 o E
ポ リ ン 孔 の 方 が わ ず か に 良 い こ と が 朝 告(83)さ れ て
い る ｡ し か し ､ P h o E 蛋 白 は 特 殊 な 境 境 下 で の み
産 生 さ れ る た め ､ β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 経 路 と
し て は 重 要 渡 は 低 い と 考 え ら れ る ｡
旦_ = ⊥ = 出 _ _ _ _重 出
外 膜 透 過
新 規 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 C P C- 0 4 3( 園2 2)
は ､ 大 き な 7 位IJRTl 鎖を 持 ち ､ 分 子 量 も 8 9 2 と通 常
の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 に 比 べ て 大 き く ､ 逆 相 T L C
l
1
9･
r
5
に よ る 丑f値 も0 .0 1 以 下と 非 常 に 疎 永 的 で あ る ｡
こ の 分 手 董 は ､ ポ リ ン 孔 の 排 除 限 界(弘)を 担 え て
お り ､ ポ リ ン 孔 を 透 過 で き ず ､ ま た ､ こ の よ う に 疎
水 琵 の 高 い 薬 荊 は ､ L P S 糖 鎖 の 透 過 障 害 (Ⅲ - 1
- 1 2) を 受 け る と 考 え ら れ る ｡ 従 っ て ､ 外 膜 透
∵適 性
が 尊 く ､ グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る 抗 菌 力 は 低 い と 推 珊
で き る ｡
し か し ､ C P C- 0 4 3 は緑 膿 菌 を 含 め た 多 く の
グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て き わ め て 高 い 抗 菌 力 を 示 し た
( 図2 3) ｡ グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る こ の 様 に 高 い 抗 菌
力 発 津 の た め に は ､ な ん ら か の 機 構 に よ り 外 膜 を 透
過 し て い る と 考 え ら れ る ｡
そ こ で ､ C P C- 0 4 3 お よび 構 造 が 類 似 し た 一
連 の 誘 導 捧 ( 図22) 使 用し て ､ そ の 外 膜 透 過 機 構 に
つ い て 検 討 し た ｡ そ れ ぞ れ.の 誘 導 路 は ､ 7 位1,RTJ 蹟の
み が 段 階 的 に 短 ぐ な っ て い る ｡
C P C- O 4 3 は 極 め て 疎 水 度 の 高 い 葉 荊 で あ る
の で ､ T L C溶 媒 系 を メ タ ノ ー ル : 永 - 4 .･ 1 か ら
ア セ ト ン : 衣 - 3 : 1 に 変 え て ､ C P C系 棄 前 の 宜f
値 を 測 定 し た . 大 腸 菌 野 性 株 で は ､ C P C系 3 剤 の
外 膜 透 過 速 度 は セ フ ァ ゾ リ ン の 4 分 の 1 か ら 1 2分
の 1 で あ っ た ｡ ま た ー そ の 外 膜 遠 退 速 度 は 薬 剤 分 子
の 親 水 度 に 依 存 し て い た ｡ ポ リ ン 欠 失 株 やde ep r o u
96
図23 C P C- O 4 3の グ ラム 陰性薗に対する抗菌力
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9･9
gh株 で は ､ こ れ ら 3 剤 の 外 膜 透 過 速 度 は 大 幅 に 上 昇
し ､ 特 に 疎 水 度 の 最 も 高 い C P C - 0 4 3で そ の 程
度 が 大 き か っ た ｡ こ れ は ポ リ ン 欠 先 やdeep ro ugb変
異 に よ り ､ 外 膜 構 造 が 不 安 定 と な り ､ 外 脱 糞 面 に リ
ン 脂 質 が 毘 出 し た た め と 考 え ら れ る ｡ 特 に ､ こ れ ら
3 荊 の 外 膜 透 過 速 度 は リ ン 酸 緩 衝 液 で 却 定 し た (”
E P氏 S 緩 衝 液 に 溶 解 し に く い の で) の で ､ こ の よ
う な 現 象 が は っ き り と 観 察 で き た と 考 え ら れ る (Ⅲ
- 1 - 1 5参 照) ｡
こ れ ら 薬 荊 の 外 膜 透 過 に お け る 活 性 化 エ ン ク ル ピ
ー を 測 定 し た ( 図25) ｡ 3 薬 剤 と も 親 水 性 セ フ ァ ロ
ス ポ リ ン 荊 の 値 (6 - 8Ec al/ m ol ) よ り も 顕 著 に
高 い 活 性 化 エ ン ク ル ピ ー が 珊 定 さ れ た ｡
以 上 の 結 果 か ら C P C- 0 4. 3 は ､ 主 に 外 膜 疎 水
領 域 を 透.過 す る と 考 え ら れ る が ､ 外 膜 透 過 速 度 は セ
フ ァ ゾ リ ン や ア ン ピ シ リ ン に 比 べ る と 低 い ｡
比 較 的 低 い 外 膜 透 過 性 を 持 つ C P C- 0 4 3の 高
い 抗 菌 力 の 説 明 と し て ､ 外 膜 傷 害 作 用 が 考 え ら れ る
の で 検 討 し た ｡ 勝 ら(95) (96)(97)の 方 法 に 従 っ て ､
カ 7) ウ ム 電 極 を 用 い 外 膜 傷 害 に よ る 菌 捧 か ら の カ 7)
ウ ム の 流 出 を 検 出 し た ｡ こ の 方 法 で は H E P ES 緩
衝 液 に 怒 潰 し た だ け で も 起 こ る 微 量 の カ リ ウ ム 続 出
も 検 出 可 能 で あ る . 外 膜 障 害 作 用 が 既 に 知 ら れ て い
9
q
9
る ミ ノ サ イ ク リ ン ( 高 濃 度) や E D T A添 加 に よ り
大 量 の カ リ ウ ム の 流 由 が 見 ら れ た ｡ こ の 実 演 条 件 下 ､
過 潮 (500 JJH) の C P C- 0 4 3添 加 し た が ､ 顕 著
吃
.
カ ') ウ ム の 涜 洩 は 認 め ら れ な か っ た の で ､ C P C
- 0 4 3に は 外 膜 障 害 作 用 は な い も の と 考 え ら れ る .
図28 fE I T- 1 8 0の外腰透過速度の l) ン酸確度依存性
′ ■ ヽ
巴 2
>ヽ
し
一
｢コ
lコ1
1
ー
亡
盲 1
ー
∈
1rIJ
I
o
X
ヽ 一
誌l
～
ql
∈
rO
J
rd
Q_
>ヽ
≡
.凸
rO
Q)
∈
L
Q)
CL
00
50
00
5 0
(⊃
/
0
○ - O YA 21
0 - O Y A ZI Cl
/
0
/
_ 〟 - ● - - - - ●
- - ･ - ●
20 40 60
◆
8 0 1 0
Co ne . of phosp旭te(m M)
100
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ペ ニ シ リ ン 荊 や 疎 水 的 な セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 透
過 速 度 を リ ン 酸 緩 衝 液 申 で 測 定 す る と ､ H E PE S
緩 衝 液 申 で 測 定 し た 値 よ り も 高 く な る ( 図26) ｡ こ
の よ う な 現 象 は ､ 特 に ポ リ ン 孔 欠 失 株 やdeep r o ugil
変 異 株 な ど の 外 膜 横 道 の 不 安 定 な 株 で 顕 著 で あ っ た ｡
こ の 透 過 速 度 の 違 い が リ ン 酸 に よ る も の で は な い か
と 考 え ら れ る の で ､ 疎 水 的 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 で あ
る K I T - 1 8 0の 外 膜 透 過 速 度 の リ ン 酸 濃 度 依 存
性 を 測 定 し た (図27) ｡ ポ リ ン 欠 失 株 で は リ ン 酸ー 濃
度 の 増 加 に 伴 っ て 外 膜 透 過 速 度 の 上 昇 が 認 め ら れ た ｡
野 性 株 で は ､ 7) ン 酸 溝 度 が 上 昇 し て も K ∫ T - 1 8
0 の 外 膜 透 過 速 度 の 上 昇 は ば と ん ど な か っ た ｡ こ の
結 果 は ､ ポ リ ン 欠 東 棟 に 対 し て は リ ン 酸 イ オ ン が 存
在 す る と 疎 水 的 な β - テ ク タ ム 剤 の 透 過 性 を 上 昇 さ
せ る 作 用 が あ る こ と を 示 唆 し て い る ｡
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図27 リン酸緩衝液中 と H E PE S緩衝液中で の β - ラク タ ム 荊の 外僻遠適性
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欝 2 節 再 構 成 ベ シ タ ル に よ る 解 析
Ⅲ - 2 - 1 序
生 体 膜 の 再 構 成 系 と し て 良 く 用 い ら れ て い る も
の に ､ T) ポ ソ - ム と 平 面 糖 質 二 重 層 膜 ( 無 腸) が あ
る ｡ 黒 膜 は テ フ ロ ン 製 の 容 器 に 程 1 m m 程 度.の 小 孔
を あ け て ､ そ d) 孔 に 7) ン 脂 質 二 重 層 を は っ た も の で
あ る ｡ そ の 作 成 に 熟 練 を 要 す る が ､ 膜 電 位 な ど の 実
測 に は 優 れ て い る ｡ し か し ､ 透 過 物 質 と し て イ オ ン
し か 測 定 で き な い ｡
一 方 ､ 7) ポ ソ - ム は 暴 膜 の よ う に 膜 の 両 側 に 電 極
を 入 れ る こ と は で き な い が ､ そ の 鋼 製 は 比 較 的 容 易
で あ り ､ 大 豊 に 用 い る こ と が で き る ｡ 黒 膜 に 比 べ る
と 安 定 で あ り ､ し か も 多 数 の 小 油 膜 の 平 均 値 が 測 定
で き る の で 珊 定 礎 の ば ら つ き が 少 な い ｡ ま た ､ 脂 質
の 組 成 を 自 由 に 変 え る こ と が で き ､ 更 に ､ 膜 蛋 白 を
加 え て プ ロ テ オ T) ポ ソ - ム も 作 成 可 能 で あ る ｡
本 節 で は ､ 7) ポ ソ - ム に β - ラ ク ダ ヤ ー ゼ を 封 入
し て β - テ ク タ ム 荊 の 膜 透 過 速 度 を 定 量 的 に 測 定 す
る 方 法 を 考 案 し (Ⅲ - 2 - 2) ､ こ の 方 法 を 用 い て
外 膜 主 要 成 分 で あ る ポ リ ン 蛋 白 ､ リ ン 潜 質 ､ L P S
の 個 々 の 成 分 が ､ ♂ - ラ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 に ど の
よ う に 関 与 す る か 検 討 し た ｡
1し0 3
旦 = 出 違
法 の 考 案
リ ポ ソ ー ム は リ ン 脂 質 の 二 層 膜 か ら な る 膜 小 粒 で
あ り ､ こ の 内 部 に β - テ ク ク マ ー ゼ を 封 入 で き れ ば ､
生 菌 体 で の 場 合 と 同 様 な 原 理 で β - ラ ク ダ ム 剤
■
の 膜
透 過 速 度 を 測 定 で き る は ず で あ る ｡
そ こ で ま ず ､ 7) ポ ソ - ム 何 に β - ラ ク ダ マ ー ゼ の
封 入 を 試 み た ｡ 山 口 の 方 法(98)に 従 い ､ 大 腸 菌 か ら
抽 由 し た T) ン 脂 質 4 mg (ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液) と カ )i/
ジ オ T) ピ ン 0.3 7叩 (エ タ ノ
ー ル 蒋 液) を ミ ク ロ チ ュ
ー ブ 中 で ､ 窒 素 ガ ス で 乾 固 し 薄 膜 と し た ｡ ミ ク ロ チ
ュ
ー ブ 申 に ガ ラ ス ビ ー ズ ( 直 径1m m ) と10n molの ペ
ニ シ 7) チ - ゼ (P G N823) を 含 む T) ン 酸 生 理 食 塩 水 (
p B S, pI 7.0) 0.4ml を 加 え ､ 室 温 で 激 し く.投 拝
し た ｡ 7J ポ ソ - ム に 封 入 さ れ な か っ た ペ ニ シ 7) ナ -
ゼ と 7) ポ ソ ⊥ ム を 分 離 す る た め に ､ セ フ ァ ロ ー ス C
L - 6 B (1. Ocm X 5 5c m) で ゲ )i, 渡 過 し た ｡ ゲ ル 渡
過 パ タ ー ン を 図2 9に 示 す ｡ T) ポ ソ - ム は ､ 280n m の
ラ イ ト ･ ス キ ャ ッ タ 7) ン グ ( ㊨) に よ り 換 知 し た ｡
酵 素 活 性 は セ フ ァ ロ リ ジ ン (C E R) を 基 質 と し て
ミ ク ロ ヨ ー ド 法(48)に よ り 測 定 し た ｡ T) ポ ソ - ム は
13- 1 6 蘭分 の ほ ぼ ポ イ ド ･ ボ リ ュ ー ム に 溶 出 し た ｡
7) ポ ソ - ム 画 分 に は ペ ニ シ 7) チ - ゼ 活 性 は ほ と ん ど
検 出 さ れ ず ､ 封 入 さ れ な か っ た ペ ニ シ リ ナ - ゼ は2 6
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- 3 9 画分 に 大 き な ピ ー ク (△) と し て 溶 出 さ れ ､ ゲ
ル 渡 過 に よ り T) ポ ソ - ム と ペ ニ シ リ ナ
- ゼ が 完 全 に
分 離 さ れ て い る こ と が 確 認 で き た ｡ 次 に ､ リ ボ ソ
‾
ム 画 分 に 0 .1 % Tr主to n - Ⅹ1 00 を加 え リ ポ ソ
ー ム を で
破 壊 す る と(98 )ペ ニ シ 7) チ - ゼ 活 性 が 6 倍 に 上 昇 し
た ( ○) ｡ こ れ は ペ ニ シ リ ナ - ぜ が リ ポ ソ
ー ム に 封
入 さ れ て い る こ と を 示 し て い る ｡ な お ､ リ ポ ソ
ー ム
内 に 封 入 さ れ た ペ ニ シ リ ナ
- ゼ 活 性 は ､ 7) ポ ソ - ム
作 成 時 に 加 え た ペ ニ シ リ ナ
- ゼ 活 性 の 0 ･5 %で あ っ
た ｡
セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ (C. fr eu nd i i) を 用 い た 場
合 (2.8n m ol 酵 素 を 使 用) は ､ 封 入 さ れ た 酵 素 は ､
0.6 %で あ っ た ｡
こ の よ う に し て ､ 鋼 製 し た 7) ポ ソ - ム を 用 い セ フ
ァ ゾ T) ン
､
の 再 構 成 膜 透 過 速 度 の 測 定 ( 図30) を 行 っ
た ｡ 50 p H の セ フ ァ ヅ 7) ン 溶 液 (P B S､ p8 7･0)
5.7ml と先 に 鋼 製 し た T) ポ ソ - ム 分 画 3 00p R を 混
合 し ､ 各 時 間 毎 の セ フ ァ ゾ T) ン 分 解 董 を ミ ク ロ ヨ
ー
ド 法 で 測 定 し た ｡ I) ポ ソ - ム か ら の 漏 出 酵 素 に よ る
誤 差 を 補 正 す る た め に ､ リ ポ ソ ー ム 分 画 の 超 遠 心 (
10 0,0 00× g,3 0mi凸 , 4℃) 上 浦 の 酵 素 活 性 (Vs up)
を 却 定 し ､ リ ポ ソ ー ム 分 画 試 料 で の 滴 性 (Vi) か ら
差 し 引 い た も の を 真 の V i檀 と し た ｡ 図30に ､ そ れ ぞ
れ の フ ラ ク シ ョ ン の 活 性 を 示 し た ｡ Vs up値 と 見 か け
1廿6
園3O 阻啓荊無処理7J ポソ - ム に お け るセ フ ァ ゾ 1) ン の 膜透過性
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図31 外膜凍度を変化させ た時の ア ン ピシ リ ン の 透過速度定数
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Jl. T he
pe r m e abili【y pa r a m ete r w as de亡er mirl ed a sdes c ribed irl
n a亡｢汀iaLs a nd m e亡hods
.,1O.7
の V i値 の 善 が 小 さ く ､ 真 の V i値 の 測 定 が 国 難 で あ っ
た ｡ V芦 uP健 が 高 い の は ､ β - テ ク タ マ
- ゼ が 7) ポ ソ
- ･ふ 表 面 に 吸 着 し て い る た め と 考 え た .
そ こ で ､ β - ラ ク ダ マ - ゼ に 対 し て 不 可 逆 的 な 阻
害 作 用 を 持 つ β - ラ ク タ ム 誘 導 体 の 利 用 を 試 み た ｡
近 年 ､ こ の 様 な 阻 害 物 資 が 多 数 報 告 さ れ て い る が(9
9)､ Ty pe l b ペ ニ シ T) チ - ゼ (R G N823) に 対 し て は
ク ラ ブ ラ ン 酸(loo)を ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ (C･ fr
e u nd i i) に 対 し て は ス ル バ ク タ ム (101)を 使 用 し た ｡
T) ポ ソ - ム 作 成 後 ゲ ル ろ 過 前 に ､ ペ ニ シ T) チ - ゼ
(丘G N82 3) に 対 し て は 酵 素 分 子 の 50 0倍 の ク ラ ブ ラ
ン 酸 で 6 0分 間 ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ (C . fr eund i i
) さ羊 対 し て は 酵 素 分 子 に 対 し て 200倍 の ス ル バ ク ダ
ム で 3 0分 間 ､ 3 0℃ で そ れ ぞ れ 処 理 し た ｡
阻 害 前 処 理 に よ り 7) ポ ソ - ム 表 面 の β
- ラ タ ク マ
ー ゼ 活 性 は ほ ぼ 完 全 に 失 活 し た ｡ 一 方 ､ 7) ポ ソ - ム
内 部 の β - ラ ク ダ マ ー ゼ 活 性 も 阻 害 剤 の 侵 入 に よ り
低 下 し た が ､ ペ ニ シ T) チ - ゼ の 場 合23 %､ セ フ ァ ロ
ス ポ 7) チ - ゼ の 場 合 で 2 7 %の 癌 性 が 残 存 し て い た ｡
こ の 戎 存 活 性 は β - ラ ク タ ふ 荊 の 大 腸 菌 膜 透 過 速 度
測 定 に 十 分 な 酵 素 活 性 で あ っ た ｡
吐 盈 塵
本 郷 定 法 は 新 た に 開 発 し た 方 法 で あ る か ら ､ そ の
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図32 T)ポ ソ - ム を破砕 した とき と しな い ときで の 分解 した ア ン ビ シ TJ ン 貴
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(A)Hydrolysis o[ampiciuin(5.0ノ`M)by R G N 823
pe rlicilljnase･ containingint actlipos om es(50JEM lip d)in
the abs e n ce(○) orpr ese n ce(○)of 10ノJM C C C Pwas
re c orded by an abs orp【10n Cha nge a【5 9 5n m by the
mic roiodorn etric m ethod･ (a) Hydrolysis or c ephalor-
id ine(5 0/`M) w as m e a s u r ed in the s a m e way asin(A)
e x c ep【tha =helipidc orlCen【r a【ion w as 1 50ノ`M .
10 9
妥 当 性 を 確 認 し な け れ ば な ら な い ｡
ま
■
ず ､ こ の 方 法 で 求 め た 透 過 速 度 が 真 の 透 過 速 度
を 反 映 し て い る か を 検 討 し た ｡ 物 質 の 膜 透 過 が 単 純
拡 散 で あ ゎ ば-こ 雷一遇一､達‾富 定 贋■`→C∧‾ほ■芥` 部 と 内 部 の 濃 度
善 が 異 な っ て も 常 に 一 定 の は ず で あ る . そ こ で
.
, ア
ン ビ シ 7) ン を 掃 い て 外 部 濃 度 を25 p 円 か ら 100p H
ま で 変 化 さ せ て ､ 透 過 速 度 を 潮 定 ( 囲31) し た ｡ 透
過 速 度 定 数 C をま､ 外 部 濃 度 た ほ と ん ど 影 響 を 受 け ず
一 定 で あ っ た ｡ 従 っ て ､ 本 法 で 求 め た 透 過 速 度 は 真
の 膜 透 過 を 反 映 し て い る と 考 え ら れ る ｡
生 首 捧 を 用 い た β - ラ ク タ ふ 荊 の 外 膜 透 過 性 珊 定
で は ､ ペ T) プラ ズ ム 内 の 分 解 基 質 も 謝 定 試 薬 申 の タ
ン グ.ス テ ン 酸 に よ る 菌 体 損 傷 に よ り 十 分 に 測 定 可 能
で あ る(102)｡ リ ポ ソ ー ム 内 部 の 分 解 基 質 珊 定 の 場 合
で も ､ T) ポ ソ - ム が タ ン グ ス テ ン 酸 添 加 に よ り ､ 破
壊 さ れ て い る か ど う･ か を 検 討 し た(郎2)｡ タ ン グ ス テ
ン 酸 添 加 後 ､ 超 音 波 破 砕 し た 場 合 と し な い 場 合 で の
分 解 基 質 童 (ア ン ピ シ リ ン ) の 差 異 が 認 め ら れ ず ､
タ ン グ ス テ ン 酸 添 加 に よ り リ ポ ソ ー ム は 完 全 に 破 壊
さ れ る こ と が 確 認 さ れ た ｡
β - ラ ク ダ ム 荊 の 加 水 分 解 物 の 蓄 積 に よ り ､ リ ポ
ソ ー ム 内 部 が 酸 性 に 傾 き ､ 内 部 環 境-の 酸 性 化 に よ る
膜 電 位 が 棄 前 の 膜 透 過 逮 を 低 下 せ し め る 可 能 性 が 考
え ら れ た ｡ し か し ､ 膜 透 過 速 度 の 時 間 依 存 的 な 減 少
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図34 1) ポ ソ- ム円 ヘ の J4c- メチ ル アミ ンの取り込み
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表15 ア ン ビ シT)ン ､ セ フ T ゾT)ン ､ セ フ ァ ロ T)ジン のl)ン 摘発透過性
Antibiotic ;i,
p
:
I
;c v.′yd (Kpp:I (I.MT;axute, 品 (a ,A書琵il
i
=
'
5id_ i)
Ampicillirl
Ce(a ヱ01iII
C叩ha暮o ridin c
47 0 .217 33
so 0.046 169
50 0, 040 1ヰ
6.8 2 2 .73
7. 60 l .79
4. 15 0.ヰ5
ヱ.コ5 ×10
‾ 1
0.コ3 ×10
‾ 4
o. 52xlO
- l
1 1て
や 脱 共 役 荊 で あ る C C C Pの 添 加 に よ る 透 過 速 度 の
上 昇 は 認 め ら れ ず ､ こ の 可 能 性 は 除 外 さ れ た ｡ ( 図
33) ｡ ま た ､ メ チ ル ア ミ ン を 用 い た フ ロ ー ダ イ ア T)
シ ス の 実 験 ( 図34) に お い て も ､ T) ポ ソ - ム 内 部 の
酸 性 化 は 綾 知 で き な か っ た ｡
以 上 の 様 に ー 本 朝 定 法 は β - テ ク タ ム 前 の 僻 遠 過
速 度 を 測 定 す る の に 極 め て 優 れ た 方 法 で あ る と 思 わ
れ る ｡
旦 二 出 藍
ま ず ､ リ ㌢ 脂 質 だ け か ら な る リ ポ ソ ー ム を 外 膜 疎
水 領 域 の モ デ ル と し て ､ ♂ - テ ク タ ム 荊 の 透 過 速 度
を 珊､定 し た ｡ セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 荊 の 代 表 と し て セ フ
ァ ゾ T) ン と セ フ ァ ロ 7) ジ ン ､ ペ ニ シ 7) ン 荊 の 代 表 と
し て ア ン ビ シ リ ン を 選 び ､ 透 過 速 度 定 数 C を 求 め た ｡
透 過 速 度 定 数 C は 反･応 溶 液 中 の リ ン 騰 質 の 濃 度 で 規
格 化 し た ｡ ､ こ の 潮 定 に お い て 7] ポ ソ - ム 内 妻 剤 濃 度
は 外 部 費 荊 濃 度 に 比 べ て 極 め て 低 く ､ こ の 測 定 条 件
下 で は ､ 膜 透 過 速 度 が 律 速 と な っ て い る ｡ ア ン ピ シ
リ ン の 透 過 速 度 披 セ フ ァ ゾ リ ン の 透 過 速 度 の 7 倍 ､
セ フ ァ ロ T) ヴ ン 透 過 速 度 の 4 倍 で あ っ た ｡ こ の 結 果
は ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が 外 陣 疎 水 領 域 を 透 過 し や す い こ
と を 裏 付 け る も の で あ る ｡
こ の よ う な 膳 賓 層 透 過 性 の 差 異 が 母 接 の 差 異 に よ
1,12
図35 β - ラク タ ム 刑の リ ン踊東通過性 とgfl建と の 関係
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,
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c efadr o xil; p, c efte z ole; q, cephalospo rin
- C･
113
る の か を 明 ら か に す る た め に 8 種 の β - ラ ク ダ ム 剤
の 透 過 速 度 を 測 定 し ､ 通 過 速 度 定 数 C と 費 剤 の 疎 水
悼 ( 逆 相T L C 艮f値) と の 関 係 を 鋼 ペ た (図35) ｡
そ の 結 果 ､ 脂 栄 二 重 層 透 過 の 性 栄 に 関 し て ､ セ フ ァ
ロ ス ポ 7) ン 剤 ､ イ ソ キ サ ゾ イ ル 系 の ペ ニ シ リ ン 剤 ､
そ の 他 の ペ ニ シ リ ン 剤 に 大 別 で き る こ と が わ か っ た ｡
即 ち ､ ペ ニ シ 7) ン 剤 で は ､ R f値 に 対 す る 依 存 性 が セ
フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 に 比 べ て 顕 著 に 大 き く ､ 疎 水 性 の
高 い も の ほ ど 脂 質 二 重 層 を 良 好 に 通 過 す る こ と が わ
か っ た ｡
更 に ､ 疎 水 性 が 高 く 分 子 貴 の 比 較 的 大 き い β - ラ
ク タ ム 荊 で あ る ビ ベ ラ シ リ ン ､ ア パ ル シ リ ン ､ C P
C - 0 4 3( 図36) の 透 過 速 度 を 珊 定 ( 表16) し た ｡
こ れ ら 薬 剤 の 透 過 性 は ､ セ フ
.
ア ロ ス ポ リ ン 剤 よ り も
商 い が ､ そ の 丘f確 か ら 予 想 さ れ る よ り も 低 い 結 果 が
得 ら れ た ｡
な お ､ 本 法 珊 定 法 に お い て 7) ポ ソ - ム 内 封 入 β -
ラ ク ク マ - ゼ の 差 異 に よ る 透 過 速 度 定 数 C へ の 影 響
は ほ と ん ど 穂 め ら れ な か っ た ( 図35) ｡
以 上 の 酵 素 を 用 い た 方 法 は ､ 透 過 速 度 定 数 C を 正
確 に 求 め る こ と が で き る が ､ 酵 素 反 応 を 利 用 し た 薬
剤 の 膜 透 過 の 間 接 的 な 測 定 法 で あ る ｡' 次 ･に ､ ペ ニ シ
リ ン 荊 と セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 脂 質 二 重 層 膜 透 過 の
直 接 的 な 測 定 を 拭 み た ｡
1
1
1
図36 アパ )L'シ 1) ン､ どベ ラ シリ ン､ C P C- 0 43の 構造式
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表16 ア パ ル シ') ン ､ ビベ ラ シ7J ン , C PC - 04 3の 'J ン腰賓透過性
an ti bio tics Vi/Vd Si(pM) permeab iL ity parame ヒer
a)
A?aLci l l in
P ipe ra ci l l irl
C l～C- 0 4 3
Q . 0 7 9 8 O . 7 1
0 . 0 7 5 0 1 . 2 5
O .5 0 0 0 2 0. 0
3 . 2 勺 x I Q
- 与
3 . 2 9 Ⅹ 1 0
-4
3 . 8 9 I 1 0
-ら
a) Tni昌
I
p的 1ipi d
So ヨ 5 0pM
1 16
7) ポ ソ - ム に β - ラ ク タ ム 荊 を 封 入 し ､ I) ポ ソ -
ム 申 の 薬 剤 の 減 少 を 測 定 し た ｡ 図37に 示 す よ う に セ
フ ァ ゾ リ ン と セ フ ァ ロ リ ジ ン の 有 意 の 減 少 は 認 め ら
れ な か っ た が ､ ア ン ピ シ リ ン は80分 後 に 封 入 薬 剤 の
55 %の 減 少 が 見 ら れ た ｡
班 - 2 - 5 7) ポ 多 糖 層 の 透 過
T) ポ多 糖 (L P S) は 糖 膳 質 の 一 種 で K D 0(2-
keto - 3 - de oxy - o cta nate ) を 含 ん だ 外 膜 特 有 の 成 分
で あ る ｡ 外 膜 は 非 対 称 な ニ 重 膜 で あ り ､ L P Sは 外
膜 外 表 面 に 存 在 し ､ 7) ン 脂 賓 は 外 表 面 に 存 在 し な い
(77)(103)｡ L P Sが β - ラ ク ダ ム 剤 の 外 膜 透 過 に 与
え る 影 響 を 検 討 す る た め ､ 前 項 で 用 い た リ ン 脂 質 だ
け か ら 鋼 製 し た 7) ポ ソ - ふ に L P Sを 凍 結 融 解 法(10
A)に よ り 組 み 込 み ､ ♂ - ラ ク ダ ム 剤 の 僻 遠 過性 の 変
化 を 爾 ペ た ｡
リ ポ ソ ー ム の 形 成 可 能 な 条 件 で L P S含 量 が 最 も
高 い 条 件 を 決 定 す る た め に ､ リ ン 脂 質 と L P Sを 種
々 の 割 合 で 混 和 し て 7) ポソ - ム を 鋼 製 し ､ そ の 内 部
容 積 を グ ル コ ー ス の ト ラ ッ プ 率 に よ っ て 革 め た ( 図
38)｡ L PS l分 子 は リ ン 脂 質 3 分 子 と 対 応 す る と
見 積 り ､ リ ン 脂 質 当 た り の 内 部 容 積 を 求 め た ｡ L P
s 添 加 に よ り ー 内 部 容 積 の 増 加 が 見 ら れ た ｡ こ れ は ､
多 重 層 膜 リ ポ ソ ー ム が L P Sの 添 加 に よ り ､ 単 層 7)
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囲3 8 LP S添加 によ る ,) ポ ソ - ム 内部容碗の 変イヒ
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J如
ポ ソ - ふ に 変 偲 し た た め ･と 増 え ら れ る ｡ 更 に ､ L ㍗
s 馨 を 増 加 す る と ､ 内 部 容 磯 は 減 少 し た ｡ こ れ は ､
リ ポ ソ ー ム の 鯛 蟻 に よ る と 考 え ら れ る ｡ リ ポ ソ
ー ム
形 成 森 件 で 最 も L P S禽 蚤 の 商 い 条 件 (') ン 脂 袈 :
L
L ㍗ S - 1 ; 0. 1 逢4) で 以 後 の 実 験 を 行 っ た ｡
L P Sを 含 む リ ポ ソ ー ム (L PS リ ボ ソ ヤ ム ) で
ァ ン ビ シ リ ン と ペ ニ シ リ ン G の 透 過 速 度 を 測 定 し た ｡
L P S 添 加 の 影 響 を 比 較 す る た め に ､ 透 過 速 度 定 数
c は 7) ポ ソ - ふ 内 容 積 で 規 格 化 し た ｡ L P S添 加 に
ょ り ､ 透 過 速 度 の 大 幅 な 上 昇 が 観 察 さ れ た ( 図39) c
L P ST) ポ ソ - ム 膜 の ア ン ピ シ 7) ン の 透 過 速 度 に
.対 す る マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 濃 度
の 影 響 を 調 べ た ｡ L
p s 添 加 に よ る ア ン ビ シ リ ン の 透 過 速 度 の 上 昇 は ､
マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 洩 度 に 依 存 し て 抑 制 さ れ ､ 1 0mM
の マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン で は ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ た ( 図
39) ｡ セ フ ァ ゾ リ ン と セ フ ァ ロ リ ジ ン で も 同 様 の 結
果 を 得 た ( 図40) ｡ な お ､ こ の と き リ ン 牌 紫 だ け か
ら な る リ ポ ソ ー ム で は 透 過 速 度 の 変 化 は ば と ん ど 組
め ら れ な か っ た (図40) ｡
構 造 の 類 似 し た 6 種 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 (園41
) の 膜 透 過 速 度 に 対 す る L P Sの 影 響 に つ い て 検 討
し た ( 図42) ｡ リ ン 脂 栄 だ け か ら な る リ ポ ソ
ー ム で
は ( ○) ､ 疎 水 度 の 高 い セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 が よ り
高 い 膜 透 過 性 を 示 し た が ､ L PS リ ポ ソ
ー ム で は (
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㊨) 疎 水 魔の 商 い 薬 荊 睦 ど 透 過 速 度 の 髄 冊 が 大 き か
っ た ｡ 図43に 示 す よ う に L P S糖 鎖 層 と 脂 質 二 重 層
の 2 樺 の 層 が 直 列 に 配 置 す る 場 合 ､ 全 体 の 透 過 速 度≧
p t は そ れ ぞ れ の 層 に 対 す る 薬 剤 の 透 過 速 度 P a ､
p b によ っ て 綱 和 平 均 の 式 と し て 表 す こ と が で き る
(図4 3) ｡ 7) ン 牌 栄 だ け か ら な る 7) ポ ソ ー ふ で の 寮 .
剤 の 透 過 速 度 を P a と し ､ L P Sを 含 む 7) ポ ソ
- ム 毒
で の 透 過 速 度 を P t と す る と ､ こ の 式 (図4 3) よ り
吾6:I ,L
P
t q;軍買芸霊芝…買三,
b
……
†
芸芸三三;芸三言
L P S糖 鎌 に よ る 透 過 障 害 助 果 を 更 に 確 紐 す る た
め ､ L P S糖 鎖 の 欠 失 し た L P Sを 大 腸 菌de ep r ou
!gh変 異 株 (Y A2 ト 6) か ら 抽 出 精 製 し て ､ 7) ポ ソ - A
i
書に 組 み 込 み ､ 透 過 速 度 を 測 定 (10mn マ グ ネ シ ウ ム イ
オ ン 存在下) した (図4 3- b) ｡ こ の 場 合 L P Sを 添 加
し て も 薬 剤 透 過 速 度 は ほ と ん ど 変 化 せ ず ､ 逆 に わ ず
か で は あ る
水 度 に 依 存
の 場 合 と 同
が 上 昇 し た ｡ 膜 透 過 速 度 は 薬 剤 分 子 の 疎
し ､ T) ン 脂 質 だ け か ら な る 7) ポ ソ - ム で
じ で あ っ た ｡
ペ ニ シ リ ン 剤 で も ､ ア ン ビ シ リ ン と ペ ニ シ リ ン G
で 同 様 の 結 果 を 得 た ( 表17) ｡ こ の 場 合 も ､ L PS
添 加 に よ り ､ よ り 疎 水 的 な 薬 剤 で あ る ペ ニ シ
T) ン G
ゝの 膜 透 過 が よ り 強 く 阻 害 さ れ た ｡
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マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン ･罪 存 在 下 で ､ L P S7] ポ ソ -
ム の 薬 剤 透 過 性 が 促 進 さ れ た 理 由 と し て ､ 負 の 電 荷
に 富 む L P Sの 静 電 的 な 反 捺 に よ る 分 子 配 列 の の 乱
れ が 考 え ら れ る ｡ そ の 結 果 T) ポ ソ - ム 騰 が す き ま の
多 い 構 造 と な り ､ リ ポ ソ ー ム の 透 過 障 壁 能 が 減 じ た
と 考 え ら れ る ｡ 同 様 の 現 象 は ､ 中 江 ら(105)に よ り ア
ミ ノ 酸 の 透 過 に 関 し て 報 告 さ れ て い る ｡ 即 ち ､ L P
s が 膜 に 安 定 化 す る た め に は 二 価 カ チ オ ン が 必 要 で
あ る ｡ 生 蘭 体 に お い て も E D T Å によ る 外 膜 二 価 カ
チ オ ン 除 去 に よ り ､ L P Sの 外 膜 か ら の 剥 離 が 知 ら
れ て い る(I )｡
ポ リ ン 孔 の 透 過監= 地 温
第 1 節 に お い て ポ リ ン 賓 白 は ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス
ポ 7) ン 荊 の 外 膜 透 過 に 重 要 な 役 割 哀 果 た し て い る こ
と を 明 ら か に し た ｡ 本 項 で は ､ 再 構 成 外 膜 を 掃 い て
♂ - ラ ク ダ ム 荊 の ポ 7) ン 孔 透 過 を 珊 定 し た ｡ ポ 7) ン
蛋 白 の 精 製 は ､ 徳 永 ら の 方 法(57)(106)に 従 っ て 行 い ､
T) ポ ソ - ム に は オ ク チ ル グ ル コ シ ド 透 析 法 に よ り 組
み 込 ん だ ｡
図44に セ フ ァ ロ リ ジ ン ､ セ フ ァ ゾ リ ン ､ セ フ ァ ロ
チ ン の 膜 透 過 速 度 の ポ リ ン 蛋 白 濃 度 依 存 性 を 示 す ｡
い ず れ も ､ ポ リ ン 濃 度 に 比 例 し て 透 過 速 度 の 上 昇 が
観 察 さ れ た ｡ こ れ は 棄 荊 が ポ リ ン 孔 を 介 し て 透 過 し
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血 ■
て い る こ と を 示 し て い る ｡ 正 の 電 荷 を 緒 つ 懸 フ ァ ロ
リ ジ ン が 最 も 商 い 透 過 性 を 示 し ､ 次 い で 親 水 度 の 高
い セ フ ァ ゾ リ ン が 商 い 透 過 速 度 を 示 し た ｡ 比 較 的 疎
】
.
■
水 的 な セ フ ァ ロ テ ン の 透 過 速 度 が 最 も 低 か っ た ｡ 以
･
上 の 結 果 は+ 生 菌 体 外 膜 で の セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 の
結 果 と き わ め て 良 く 一 致 し た ｡
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3 節 要 約 な ら び に 考 察
( 要 約) 大 腸 菌生 菌 体 お よ び 再 構 成 膜 を 用 い て β
-
テ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 に 対 す る 外 膜 各 成 分 の 関 与 を
検 討 し ､ β - ラ ク ダ ム 前 の 外 膜 透 過 性 決 定 要 因. を ､
棄 都 側 ､ 外 膜 側 と に 区 別 し て 明 ら か に し た ｡
薬 剤f,qTlの 因 子 と し て ① 薬 剤 分 子 の 疎 水 性 ･ 親 水 性
③ 案 荊 分 子 の サ イ ズ (全 休 と し て の サ イ ズ と 桝 鎖 の
立 体 障 害) ⑧-薬 荊 分 子 の 荷 電 ④ 母 橡 の 特 性 (カ ル ポ
キ シ ル 基 の p K a な ど) で あ り ､ 外 膜 偶 の 因 子 と し
て は ､ ① ポ リ ン ② 疎 水 領 域 ⑧ L P S であ る ｡
得 ら れ た 結 果 は 以 下 の よ う に 整 理 で き る ｡
(1) 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 は ､ 主 と し て ポ リ ン
孔 に よ り 外 膜 を 透 過 す る ｡ 親 水 度 の 高 い 棄 荊 や 正 の
電 荷 を 持 つ 案 荊 が ポ リ ン 孔 を よ り 透 過 し や す く ､ 逆
･
に ､ 疎 水 的 な 薫 荊 や 負 の ∴電 荷 を 持 つ 棄 荊 は 透 過 し に
く い ｡
(2) 大 部 分 の ペ ニ シ リ ン 割 と 疎 水 的 な セ フ ァ ロ ス ポ
リ ン 荊 は ､ 主 と し て 外 膜 疎 水 領 域 を 分 配 ･ 拡 散 に よ
っ て 透 過 す る が ､ 透 過 効 率 は ペ ニ シ リ ン 荊 の 方 が 高
い ｡
(3) L P S の 透 過 障 壁 と し て の 機 能 は ､ 主 に そ の 親
水 的 な 糖 鎖 に よ る フ ィ ル タ ー 効 果 で あ る ｡ 即 ち ､ 疎
水 的 な 棄 剤 ほ ど こ の 糖 鎖 層 を 透 過 し に く い ｡ ま た ､
ネ2年
こ の フ ィ ル タ ー 効 果 は ､ ク ロ ヰ サ シ 7) ン の よ う な ポ
リ ン 孔 を 透 過 で き る 中 等 度 疎 水 的 薬 剤 分 子 に 対 し て
も 障 壁 と な る ｡ こ の よ う な L P S糖 鎖 の フ ィ ル タ ー
効 果 が 発 揮 さ れ る た め に は L P Sが 外 膜 に 安 定 に 配
置 す る 必 要 が あ り ､ そ の た め に は L P S とマ グ ネ シ
ウ ム イ オ ン に よ る 強 固 な パ ッ キ ン グ 構 造 が 必 要 で あ
る ｡
(考 察) Z im me rm a nら(107)､ 滞 井 ら(ム7)に よ り β
-
ラ ク タ ム 剤 の 生 菌 体 外 膜 透 過 性 測 定 法 が 開 発 さ れ ､
♂ - ラ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 速 度 の 実 測 が 可 能 と な り ､
β - テ ク タ ム 郊 外 僻 遠 適 性 の 研 究 は 飛 躍申 に 進 歩 し
た ｡ Z im m e r m a nは ､ 大 腸 菌 外 膜 野 性 株 で の 8 種 の β
- ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 速 度 を 実 測(107)し ､ 二 階 堂
は そ の 測 定 結 果 か ら β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 が
薬 剤 分 子 の 親 水 度 に 依 存 す る こ と を 指 摘 し た(6)(10
8)｡ そ の 後 ､ ニ 階 登 ら(109)は ､ サ ル モ ネ ラ 菌 ポ リ ン
欠 失 株 で セ フ ァ ロ リ ジ ン の 外 膜 透 過 速 度 が 大 幅 に 低
下 す る こ と を 示 し ､ 一 般 に は ､ β - ラ ク ダ ム 荊 の 外
膜 透 過 は ポ リ ン 孔 を 中 心 に 考 え ら れ る よ う に な▲つ た ｡
従 来 ､ ペ ニ シ リ ン 荊 は ペ ニ シ リ ナ - ゼ に よ り 分 解
を 受 け や す い の で ､ ペ ニ シ リ ン 剤 の 生 菌 体 外 膜 透 過
性 測 定 は 菌 捧 か ら の わ ず か の ペ ニ シ リ ナ - ゼ の 掘 出
に も 大 き く 影 響 を 受 け ､ 正 確 な 外 膜 透 過 性 の 測 定 が
/
7
～
2 ?
困 難 で あ っ た ｡ 著 者 は ､ 測 定 菌 液 の 遠 心 上 将 に 酵 素
活 性 を 生 菌 体 酵 素 活 性 ､ 破 砕 菌 体 酵 素 活 性 か ら 発 し
引 く こ と に よ り ､ ペ ニ シ リ ン 剤 の 外 膜 透 過 性 を 測 定
可 能 に し た ｡ 更 に ､ 7) ポ ソ - ム 内 に β - テ ク ク マ -
ゼ を 封 入 す る こ と に よ り β - テ ク タ ム 剤 の 再 構 成 膜
透 過 性 測 定 法 杏 確 立 し た ｡ 同 様 の 方 法 は ､ 中 江 ら(ll
0)に よ っ て も 胡 告 さ れ て い る が ､ 彼 等 は 膜 表 面 の 付
着 し た β - ラ ク ク マ - ゼ を 除 去 し て い な い の で ､ 外
部 薬 剤 洩 度 に よ っ て 透 過 連 座定 数 が 変 化 し て し ま い ､
透 過 速 度 を 正 し く 反 映 し て い な い ｡ 著 者 は 外 部 に 付
着 し た β - テ ク タ マ - ゼ を β - テ ク タ マ - ゼ 自 殺 基
栄(99)で 永 久 不 括 化 す る こ と に よ り ､ そ の 間 満 点 を
解 決 し たl｡ 更 に ､ こ の リ ポ ソ ー ム に L P S､ ポ リ ン
蛋 白 を 組 み 込 む こ と に よ り ､ こ れ ら 成 分 の β - テ ク
タ ム 荊 透 過 に 及 ぼ す 効 果 に つ い て 検 討 し た ｡ 二 階 堂
】
ら は ､ β - ラ ク タ ム 剤 の ポ リ ン 孔 透 過 性 を ､ 再 構 成
■
膜 を 用 い た S川el l ing法 に よ り 測 定 し て い る(5)(11り
(75)｡ し か し ､ こ の 方 法 は 荷 電 し た 特 質 の 測 定 に 用
い る と 7) ポ ソ - ム の 収 縮 や 膨 潤 が 起 こ っ て し ま う た
め ､ β - ラ ク タ ム 剤 や ア ミ ノ グ リ コ シ ド 抗 生 物 質 の
よ う な 荷 電 し た 清 栄 の 透 過 性 測 定 に は 適 し て い な い ｡
著 者 は ､ ポ リ ン 欠 失 株 で の 外 膜 通 過 速 度 を 測 定 し
た と こ ろ ､ ペ ニ シ リ ン 剤 で は ポ リ ン 欠 先 に よ り そ の
透 過 速 度 が ほ と ん ど 低 下 し な い こ と を 示 し ､ こ の 結
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黒 か ら ､ ペ ニ シ リ ン 荊 が ポ リ ン 以 外 を 透 過 可 能 で あ
る と 推 定 し た ｡ し か し な が ら ､ 外 膜 蛋 白 の 主 要 部 分
を 占 め る ポ リ ン 蛋 白 が 欠 失 す る と ､ 外 膜 構 造 が 不 安
定 に な る こ と が 知 ら れ て お り(78)(77)､ ペ ニ シ 7) ン
荊 が ポ 7) ン 孔 以 外 の 部 分 を 透 過 で せ る の は ､ こ の よ
う に 外 膜 構 造 が 不 安 定 と な る ポ リ ン 欠 失 株 で の 場 合
で あ り ､ 野 性 株 で は セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 と 同 様 に ポ
リ ン 孔 が 主 経 路 で あ る 可 能 性 も 残 さ れ て い る ｡ そ こ
で ､ 外 聯 透 過 の 活 性 化 エ ン ク ル ピ ー を 測 定 し た と こ
ろ ､ セ フ ァ ロ ス ポ T) ン 荊 が 6 Ec al/ n ol と 低 い 健 を
示 し た の に 対 し て ､ ペ ニ シ リ ン 郊 の 活 性 化 エ ソ ク ル
ピ ー は 野 性 味 で も 極 め て･高 い 健 で あ っ た ｡ こ れ は ､
ペ ニ シ リ ン 荊 が 野 性 株 に お い て も 外 膜 疎 水 領 域 を 主
経 絡 と し て 外 涙 を 透 過 し て い る こ と を 支 持 す る も の
で あ る ｡ ペ ニ シ 7) ン 荊 が ポ 1) ン 孔 以 外 の 疎 水 領 域 を
透 過 し や す い と い う 結 論 は ､ 著 者 の 行 っ 串 ') ン 脂 質
だ け か ら な る 7) ポ ソ - ム 膜 の 実 験 か ら も 支 持 さ れ た ｡
二 階 堂 ら(5 )は ､ ペ ニ シ 7) ン 荊 が セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン
前 に 比 べ て 再 構 成 リ ン 脂 質 二 重 層 透 過 性 が 届 い 理 由
は ､ セ フ ァ ロ ス ポ T) ン 荊 の 脂 質 透 過 に カ ウ ン タ
ー ･
イ オ ン が 必 要 と す る が ､ ポ リ ン 孔 が な い 場 合 に は ､
カ ウ ン タ ー ･ イ オ ン が 供 給 さ れ な い の で ､ セ フ ァ ロ
ス ポ リ ン 剤 の リ ン 脂 質 二 重 層 透 過 が 抑 制 さ れ る と 指
摘 し て い る . し か し ､ 著 者 は ､ 脱 共 役 剤 で あ る C C
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C Pを 添 加 し て も セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 刑 の 通 過 性 が 上
昇 し な い こ と か ら ､ こ の よ う な 可 能 性 が な い こ と を
示 し た ｡
セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 と ペ ニ シ リ ソ 剤 に は ､ 分 子 蚤 ､
疎 水 性 に 大 貴 が な い こ と か ら 一 両 者 の T) ン 脂 紫 博 遠
過 性 の 費 は ､ 主 と し て 静 電 的 作 用 に 基 づ く と 考 え ら
れ る ｡ セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 の 鳩 舎 ､ C - 3 位 に 喝 子
吸 引 基 が 付 く た め に ､ カ ル ポ キ シ ル 基 の p 托 a が 若
干 小 さ い (セ フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 の pKa が 約 2. 4(83)
(113)で あ る の に 対 し て ､ ペ ニ シ 7) シ 剤 で は 約 2. 8(l1
2)で あ る) ｡ 測 定 緩 衝 液 の p H は 7 で あ る か ら ､ 熔
液 中 で は ペ ニ シ リ ン 剤 も セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 湘 も す べ
て 解 離 状 態 に あ る ｡ し か し ､ 膜 表 面 に 存 在 す る 非 拡
散 層 で は(114)(115)､ 7) ン 脂 紫 の 魚 簡 荷 の た め H
＋
が
濃 縮 さ れ て ､ 培 地 よ り か な り 低 い p l-1 を も り て い る ｡
従 っ て ､ 両 者 の p 壬く a の 善 果 か ら ､ 膜 表 面 近 傍 で は
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 分 子 よ り も ペ ニ シ リ ン 分 子 の 方 が
非 解 離 型 分 子 の 比 率 が 高 く な る と 考 え ら れ る ｡ こ の
こ と は ､ 疎 水 領 域 へ の ペ ニ シ リ ン 剤 の 分 配 に と っ て
促 進 的 に 働 く た め ､ 錬 水 領 域 の 分 配 ･ 拡 散 に よ る 通
過 が セ フ ･ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 よ り も 大 き く な る と 推 定 で
き る ｡ こ の よ う な 推 定 を 碓 藷 す る た め に は ､ ホ ス フ
ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン の よ う な 正 味 の 固 定 電 荷
の な い 7) ン 脂 質 で 作 っ た 7) ポ ソ - ム で の 透 過 性 の 測
1･;30
定 が 今 後 の 艶 恕 の - I)
b
で あ る ｡ た だ し ､ ペ ニ シ 7] ン
剤 で も 親 水 度 の 上 昇 と 共 に ､ ポ 7) ン 孔 透 過 の 放 率
が 増 大 す る ｡･ カ ル ペ ニ シ リ ン の よ う な き わ め て 親 水
的 な べ ニ シ 7) ン 剤 で は 7) ン 脂 質 ニ 重 層 透 過 性 は 藩 く ､
ま た ､ カ ル ペ ニ シ リ ン 耐 性 株 の 申 か ら ポ リ ン 欠 失 (
o lll p ド) 株が 分 離 さ れ て い る 伽6)｡
著 者 は ､ セ フ r ロ ス ポ 7) ン 剤 の ポ 7) ン 孔 透 過 性 は ､
分 子 の 親 水 度 が 商 い ほ ど 良 い こ と を 示 し た ｡ こ の よ
う な 結 束 は ､ ニ 階 登 ら(83)に よ っ て も 指 摘 さ れ て い
る ｡ ま た ､ 柑 上 ら(117)は セ ア r ロ ス ポ 7) ン 剤 の 1 位
の イ オ ウ 原 子 を 酸 素 に 置 換 す る と ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ
ン 分 子 の 親 水 度 が 増 大 し ､ 外 膜 透 過 性 が 上 昇 す る と
報 告 し て い る ｡
ま た ､ 著 者 は 正 の 電 荷 を 持 つ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤
の ポ リ ン 孔 透 過 性 が 良 い こ と が 示 し た ｡
■o m p F ､
･
o m p c ポ リ ン 孔 が こ の よ う に 正 の 電 荷 を 持 つ も の
に 対 し て ､ 選 択 性 を 示 す こ と は ､ 他 の 親 水 性 低 分 子
l物 紫 で も 明 ら か に さ れ て い る(118 r- 125 )が ､ そ の
毒メ カ ニ ズ ム に つ い て は 推 定 の 域 を 出 て い な い ｡ 一 方 ､
リ ン 酸 欠 乏 下 で 産 生 さ れ る P 也 o E ポリ ン 孔 は ､ 負
の 電 荷 を 持 つ 物 質 に 対 し て 選 択 性 を 示 す(
'
126- 130
)｡ 中 江 ら(125)(120)､ 舶 n co ck (131)ら は ､ ポ 7)
■■
ン 蛋
白 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 化 学 修 飾 す る と ー ポ リ ン 孔 の イ
オ ン 選 択 性 が 低 下 す る こ と か ら ､ ポ 7! ン 孔 の イ オ ン
1､ニー3J1;
選 択 性 は ポ リ ン 孔 内 壁 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て も た
ら さ れ る と 指 摘 し て い る ｡ 最 近 ､ 0 孤 p F(132)､ 0
m p c(133)､ P h o E(13ム)を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 全
塩 基 配 列 が 決 定 さ れ ､ 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら ､
こ れ ら 三 種 の 蛋 白 は 全 体 と し て 非 常 に 良 く 似 た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 持 つ が ､ P b o E で は 他 の 二 つ の 蛋 白 と
比 べ て 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 が 多 い こ と が 明 ら か に さ れ て
い お り ､ こ の 様 な ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ リ ン 孔 で の 立 体
的 配 置 と ､ ポ リ ン 孔 の イ オ ン 選 択 性 と の 関 連 は 興 味
深 い ｡ 中 江 ら は ､ 最 近 ､ カ チ オ ン に よ り ポ リ ン 孔 の
立 体 構 造 が 変 化 す る と い う 巧 妙 な モ デ ル を 提 出 し て
い る(.118)
疎 水 性 の 高 い 物 質 に 対 し て 外 膜 が 透 過 障 壁 と し て
作 用 し て い る こ と は 古 く か ら 知 ら れ て い る(1)(2)
(76) ｡ 二 階 堂 ら(86)は ､ L P Sの 糖 鎖 が 段 階 的 に 欠
失 し た 変 異 株 で の ナ ア シ リ ン の 外 膜 透 過 速 度 を 測 定
し ､ 宝dl 変 異 株 か ら 突 然 外 膜 透 過 速 度 の 上 昇 と ､ 外
膜 外 表 面 へ の リ ン 脂 質 の 露 出 が 起 こ る(77)こ と を 観
察 し ､ 外 膜 障 壁 械 能 q) 低 下 は ､ L P Sを 含 む 外 膜 表
層 の 結 晶 構 造 破 壊 に よ る と 指 摘 し て い る ｡ し か し な
が ら ､ 著 者 は L P S変 異 株_の 種 々 の 変 異 株 に 対 す る
糞 封 感 受 性 を .LnJ 定し た と こ ろ ､ L P S糖 鎖 の 欠 先 に
対 し て ､ 二 階 堂 が 観 察 し た よ う な 非 連 続 的 な 変 化 で
は な く ､ む し ろ 連 続 的 な 感 受 性 の 上 昇 を 示 す 疎 水 性
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薬 剤 が 多 い こ と を 見 い だ ･し た ｡ 更 に ､ 著 者 は リ ポ ソ
ー ム に L P S を 組 み 込 ん で ､ L P S糖 鎖 層 の 性 寮 を
調 べ ､ L P S糖 鎖 層 に よ る 親 水 性 の 層 が フ ィ ル タ ー
と な っ て 疎 水 的 な 薬 剤 の 透 過 を 阻 害 し て い る こ と せ
明 ら か に し た ｡ こ の 再 構 成 膜 の 外 表 面 に は リ ン 脂 質
も 分 布 し て お り ､ 外 表 面 を L P Sが 完 全 に 覆 っ て い
な く て も ､ L P Sが 透 過 障 壁 と し て 助 く こ と を 示 し
て い る ｡ Leiv e ら は ､ 最 近 ､ 疎 水 度 の 段 階 的 に 異 な
る 8 種 の テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 体 の 薬 剤 感 受 性 の 測
定 か ら ､ 著 者 と 同 様 の 結 論 を 導 い た(7)｡
ア ミ ノ グ リ コ シ ド 抗 生 物 質 ､ ポ リ カ チ オ ン な ど の
外 膜 障 害 物 宴 の 外 膜 結 合 部 位 は ､ 一 分 手 当 た り 21固
所 あ り ､ そ の 俸 用 が マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン で 桔 抗 さ れ
る こ と か ら ､ こ れ ら カ チ オ ニ ? ク な 外 膜 障 害 剤 の 倖
用 は ､ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン と L P Sと の 強 固 な イ オ
ン 結 合 の 切 断 に よ る 外 膜 不 安 定 化 で あ る と 考 え ら れ
て い る(135)(136)(137)(138)｡ 著 者 も ､ 再 構 成 膜 に L P
S を 安 定 に 組 み 込 む 場 合 に マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン を 必
要 と す る こ と ､ ま た 一 生 菌 体 に お け る β - ラ ク タ ム
荊 の 外 膜 透 過 速 度 測 定 時 に も 外 膜 を 安 定 化 す る た め
に は ､ マ グ ネ シ ウ ム イ オ.ン を 必 要 と す る こ と か ら ､
L P S - マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン に よ る 外 膜 構 造 の 推 持
は 重 要 と 考 え る ｡ し か し ､ こ の よ う な 外 膜 結 晶 構 造
と そ の 破 壊 が 透 過 の 主 た る メ カ ニ ズ ム と な る の は ､
1 3 3
外 膜 障 害 荊 に 限 ら れ て お り ､ 外 膜 障 寄 を 伴 わ ず 透 過
す る 一 般 甲 疎 水 性 薬 剤 に と っ て は ､ L PS の 障 壁 機
能 は そ の 結 晶 構 造 維 持 に よ る の で は な く ､ 糖 紙 屑 の
フ ィ ル タ ー 効 果 が 主 で あ る と 考 え ら れ る ｡ な お ､ 生
菌 体 で の β - ラ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 性 珊 定 に マ グ ネ
シ ウ ム イ オ ン が 必 要 で あ る こ と は ､ Co ul to n ら
'
に よ
り イ ン フ ル エ ン ザ 菌 で も 示 さ れ て い る(139)｡
著 者 は ､ ペ ニ シ リ ン 剤 の 一 種 で あ る ク 口 車 サ シ リ
ン は ポ リ ン 孔 を 透 過 可 能 で あ る に も か か わ ら ず L P
S 糖 鎖 層 に よ っ て そ の 外 膜 透 過 を 阻 止 さ れ る こ と が ､
グ ラ ム 陰 性 薗 に 対 す る 抗 菌 力 の 弱 い 理 由 で あ る こ と
を 示 し た ｡ タ ロ キ サ シ リ ン は ､ セ フ ァ ロ チ ン や ア ン
ビ シ リ ン よ り も や や 疎 水 性 が 高 い 程 度 な の で ､ こ の
よ う に L P S糖 鎖 に よ っ て 大 き な 透 過 障 音 を 受 け る
理 由 と し て は ､ 6 位 に あ る 大 き な イ ソ キ サ ゾ イ ル 基
に よ る 可 能 性 が 考 え ら る ｡ し か し ､ 安 田 ら に よ り 合
成 さ れ た イ ソ キ サ ゾ イ ル 基 を 持 つ ペ ニ シ リ ン 剤 は グ
ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て 高 い 抗 菌 力 を 示 す(140)｡ こ れ ら
合 成 さ れ た ペ ニ シ r) ン 剤 と ク 口 車 サ シ リ ン 類 の 相 違
は ､ 6 位 の メ チ レ ン の 有 撫 で あ る ｡ 著 者 は ､ ク 口 車
サ シ リ ン に は メ チ レ ン が な い の で ､ イ ソ キ サ ゾ イ ル
基 の 回 転 が で き ず ､ そ の 立 体 障 害 で L P S糖 鎖 の 透
過 障 書 を 強 く 受 け る と 推 定 し た ｡ Ⅹo rtela nd とLugt
e nbe rg は ､ L P S糖 鎖 が 欠 失 す る と P h o E ポ リ ン
:
'
イ
ー
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♂孔 の 効 率 が 止 昇 す る こ と 番 示 し ､ こ の 理 由 と し て L
p sの 立 体 障 音 の 減 少 を 指 摘 し て い る(周3Q)｡ ま た ､
†
【
こ の よ う な 固 定 さ れ た 構 造 は ク 口 車 サ シ リ ン の ポ リ
t
ン 孔 透 過 性 を も 低 下 さ せ て い る と 考 え ら れ る ｡ 高 象
ら(141)(142)(1ム3)は ､ 7 位 側 組 の メ ト キ シ イ ミ ノ 基 を
持 つ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 (セ プ チ ゾ ヰ シ ム ) で は ､
ア ン チ 型 の 方 が シ ソ 型 よ り も 外 膜 透 過 性 が 良 い と 報
告 し た ｡ そ の 後 ､ ニ 階 堂 は ､ こ の 理 由 と し て シ ン 型
は ､ 7 位 水 素 と 水 素 結 合 を 作 る の で 側 鎖 が 固 定 さ れ
た 構 造 に な る た め に ポ リ ン 孔 透 過 性 が 藩 い と 指 摘 し
て い る(5)(111)｡ 更 に ､ 二 階 堂 ら(川 )は 分 子 量 も 小
【
さ く ､ 親 水 皮 の 商 い 単 壌 β - ラ ク ダ ム 剤 で あ る ア ズ
ト レ オ ナ ム の ポ リ ン 孔 透 過 牲 が 予 想 さ る よ り も 低 い
こ と を 示 し ､ そ の 理 由 と し て 7 位 脚 蛸 の カ ル ポ キ シ
メ チ ル エ ト キ シ 基 の 大 き な 側 鎖 の 立 捧 障 害 を 指 摘 し
て い る ｡
ポ リ ン 孔 の 透 過 は ､ 排 除 限 界 分 子 豊 付 近 で は ､ 急
激 に 低 下 す る ｡ 疎 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 で あ る C
p c - o 4 3の 誘 導 体 で は ､ 分 子 宴 の 増 加 ( 疎 水 性
の 上 昇) に 伴 う 透 過 性 の 減 少 は 緩 や か で あ っ.た ｡ こ
れ は ､ 疎 水 層 へ の 分 配 と 拡 散 の 2 つ の プ ロ セ ス の 内 ､
拡 散 の プ ロ セ ス が ス ト - ク ス 半 径 に 依 存 す る た め と
考 え ら れ る ｡ 従 っ て ､ 著 者 は C P C
- 0 4 3の 大 き
な 棚 鎖 が 外 膜 疎 水 領 域 透 過 の 立 体 障 害 と い る と 考 え
r 7･,3
･
5
た ｡
著 者 は ､ リ ン 酸 イ オ ン が 外 膜 透 過 傷 害 様 作 用 を 示
す こ と を 明 ら か に し た ｡ こ の 作 用 に よ る 緩 衝 液 申 へ
の L P S の 遊 離 は 認 め ら れ ず ､ 氏 D TA や ポ 7) カ チ
オ
■
ン の よ う な 過 激 な 作 用 と は 異 な っ た い る ｡ 既 に ､
T r i s 緩 衝 液 が 外 膜 に 対 し て 傷 害 を 与 え る こ と が
Ir vin ら(1 仏)(145)に よ っ て 指 摘 ら れ て い る ｡ 最 近 ､
野 上(78)ら は ､ こ の 傷 害 作 用 は 特 に ポ 7) ン 蛋 白 矢 先
株 に 対 し て 強 く 撒 く こ と を 明 ら か に し て い る ｡ 外 膜
に お い て ポ リ ン ー ポ リ ン ､ ポ リ ン ー L P S､ L P S
⊥ L P S相 互 作 用 が 外 膜 の 構 造 維 持 に 重 要 で あ る(ち
)｡ ポ リ ン 欠 失 抹 で は ､ 外 膜 構 造 が 不 安 定 と な り ､
(78)申 の イ オ ン な ど の 影 響 を 特 に 受 け や す く な っ て
い る ｡
L
7) ン 酸 イ オ ン や T r i s イ オ ン が 外 膜 傷 害 を
引 き 起 こ す 具 体 的 な 機 構 は 不 明 で あ る が ､ マ グ ネ シ
ウ ム イ オ ン が 外 膜 構 造 を 安 定 に 重 要 な 役 割 を 果 た し
て い る こ と を 考 慮 す る と ､ T r i s イ オ ン は マ グ ネ
シ ウ ム イ オ ン と 外 膜 結 合 部 位 を 括 抗 す る こ と に よ り ､
リ ン 酸 イ オ ン は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン と 鍔 体 を 形 成 す
局(160)こ と に よ り ､ 外 膜 を 不 安 定 化 す る と 推 察 で き
る ｡
今 ま で ､ β - テ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 経 路 は ､ 主 に
ポ リ ン 孔 を 中 心 に 研 究 さ れ て き た ｡ 本 研 究 に よ り ､
136
外 膜 疎 水 領 域 の 透 過 経 路 と し て の 可 能 性 お よ び ､ L
P S糖 鎖 層 の 透 過 性 な ど の 要 因 も 重 要 で あ る こ と が
明 ら か に な っ た ｡ ♂ - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 は ､
♂ - テ ク タ ム 荊 の 抗 菌 力 発 現 に き わ め て 重 要 で あ る
(第 Ⅴ 章 参 照) の で ､ 本 研 究 で 得 ら れ た 知 見 ､ 開 発
し た 生 菌 体 外 膜 ､ 再 構 成 膜 を を 用 い た 研 究 方 法 は 今
後 ､ こ の よ う な 分 野 の 発 展 に き わ め て 有 用 と 考 え ら
れ る ｡
図45 β- テクタム 荊の外摂透過触樺モデ ル
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前 章 で は ､ 外 膜 研 究 が も っ と も 進 ん で い る 大)La 南
お よ び サ ル モ ネ ラ 菌 を 用 い て ､ ♂ - ラ ク タ ム 剤 の 外
臓 透 過 機 構 に つ い て 検 討 し た ｡ し か し ､ 臨 凍 上 重 要
な 南 棟 は ､ 緑 膿 菌 や セ ラ チ ア な ど の 大 場 蘭 以 外 の グ
ラ ム 陰 性 菌 種 で あ る ｡
そ こ で ､ 本 章 で は 大 腸 菌 以 外 の グ ラ ム 陰 性 南 棟 8
菌 種 及 び 緑 膿 菌 に つ い て ､ β - テ ク タ ム 剤 の 外 膜 透
過 機 構 お よ び 外 膜 の 性 紫 を 検 討 し ､ 大 腸 菌 と 比 較 し
た ｡
窮 1 節 で Se rr at ia m ar c e s c en s に つ い て ､ 節 2 節
で そ の 他 の グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 に つ い て ､ 節 3 節 に
お い て 腸 内 細 菌 以 外 の 南 榎 で あ る 緑 膿 菌 に お け る β
- ラ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 機 構 に つ い て 述 べ た ｡
I
:
A
.
､1-I3 8
弟 1 節 S ｡
Ⅳ - 1 - l 序
帆
m 妄執 コr C ∈きヱS a e mぶ
s . ma rc e s ce n s は グ ラ ム 陰 性 球 梓 薗 で あ り ､ 腸 内
細 菌 郎 に 屈 す る ｡ 柄 原 性 は 低 い が ､ い わ ゆ る ｢日 和
見 感 染 歯+ と し て 知 ら れ て い る ｡ ま た ､ S. rn arte sc
e n s は 多 く の 抗 蘭 剤 に 対 し て 抵 抗 牲 を 示 す こ と が 知
ら れ て い る ｡ 臨 床 分 触 株 で は ､ は と ん ど が β - テ ク
タ ム 剤 に 対 し て 高 度 耐 性 を 示 す ｡
こ の β - ラ ク ダ ム 剤 高 度 耐 性 の 原 因 と し て ､ 読 導
的 に 産 生 さ れ る β - テ ク タ マ - ゼ が 指 摘 さ れ て い る
(65)(73)｡ し か し ､ 他 の 蘭 種 と 比 較 し た 場 合 ､ β -
ラ ク ク マ - ゼ だ け で は そ の 高 度 耐 性 レ ベ ル を 税 明 で
き ず ､ 外 膜 に お け る 薬 剤 透 過 障 審 の 関 与 が 推 定 さ れ
て い る(73)(146)｡ 一 方 ､ β - ラ ク ク マ - ゼ 産 生 を 欠
1
失 さ せ る と き わ め て 感 受 性 に な る こ と か ら ､ ♂
- ラ
ク ダ マ - ゼ がS . m arc es ce ns の 高 度 耐 性 の 原 因 で あ
る と す る 鋭 も あ る(1ム7)｡
本 節 で は ､ S. m a r ce s c e ns の ポ 7) ン 蛋 白 の 性 質 お
よ び β - テ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 機 構 に つ い て 検 討 し
た ｡
吐 乳旦
菓 剤 感 受 性 パ タ ー ン か ら β - ラ ク ダ ム 剤 高 度 耐 性 ､
1319
中 等 度 耐 性 ､ お よ び 比 較 的 感 受 性 の 代 表 的 蘭 株 と し
て ､ 9 南 棟 を 遥 び ( 表18) ､ そ の 外 膜 蛋 白 を S D S
- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 解 析 し た
(図4 6) o 各 藩 株 で 互 い に 類 似 し た 外 膜 蛋 白 電 気 泳
動 パ タ ー ン を 示 し た . 5 4h' ､ 4 0K ､ 3 0Ⅰ( ､ 2 2. 5壬く-､
1 9王〈 ､ 1 6. 5f･l
'
の 外 膜 蛋 白 が 各 菌 抹 に 共 通 し て 存 在 し
′
た ｡ そ の 他41K 蛋 白 が ､ T 1 4 2株 とT -4 7株 以 外 の 南 棟
で 存 在 し た ｡ こ の 2 蘭 棟 の 示 す き わ め て 高 い 棄 荊 耐
性 と の 関 連 が 考 え ら れ た が ､ 高 度 耐 性 昧T -2 5 やT - 5 5
- 1で は ､ 4 1壬く 蛋 白 が 存 在 し て い た o
Ⅳ - 1 - 3 菌 株 の 作 成
S . m a r c e s c en s の ポ 7) ン の 同 定 の た め ､ I - 3 35 (
T- 3 3由 来 の 染 色 捧 性 ナ ル ジ キ シ ン 酸 耐 性 変 異 株) と
T - 5 025 か らセ フ ォ キ シ チ ン 耐 性 変 異 株 由 分 離 を 試 み
た ｡ 1㌧3 35由 来 の 耐 性 株 の 申 か ら は ､ 4 1Ⅰ〈 と40K 南
外 膜 蛋 白 の 欠 失 変 異 株 が 得 ら れ た が ､ T - 5 025株 の 場
合 は ､ こ の 南 棟 が 既 に セ ア オ キ シ テ ン に 対 し て 高 い
抵 抗 性 を 待 つ た め に ､ 耐 性 株 の 分 渋 が で き な か っ た .
そ こ で ､ T - 5 025株 に つ い て は ､ セ フ ォ キ シ テ ン と 同
じ セ フ ァ マ イ シ ン 系 β - テ ク タ ム 荊 で あ る ラ ダ モ ク
セ フ に 対 す る 耐 性 抹 を 分 離 し ､ そ の 中 か ら41K 蛋 白
の 欠 失 変 異 株 が 見 い だ さ れ た . T - 5 025株 か ら は41 K ､
4 0K 両 蛋 白 の 欠 失 変 異 株 は 分 離 す る こ と が で き な か
1
‾
40
図舶 S. 捌甜 ℃eS Ce nS の 外膜茸白の
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- ス の 取り込み
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'
っ た ｡ 得 ら れ た 外 股 変 異 株 を ト 335Cl ( 図48) お よ
び T -5 025Mo x7 ( 図47) と 命 名 し た ｡
こ れ ら 外 膜 変 異 株 の 薬 剤 感 受 性 を 表19に 示 し た ｡
外 膜 蛋 白 欠 失 株 で は ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 に 対 す る
感 受 性 が 低 下
し か し ､ S ｡ m
に 対 す る 感 受
イ ク リ ン に 対
し ､ 大 腸 菌 で 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し た ｡
a r
性
す
ce s c erl S で は ､ 同 時 に ペ ニ シ 7) ン 剤
も 明 ら か に 低 下 し た
●
｡ 更 に ､ ミ ノ サ
る 感 受 性 も わ ず か に 低 下 し た ｡
Ⅳ - 1 - 4 ダ)i/ コ ー ス の 菌 体 内 取 り 込 み
グ ル コ ー ス の 菌 体 内 取 り 込 み を 測 定 し た ( 図49)
41K ､ 4 0K 蛋 白 欠 失 株T -3 35Cl の グ ル コ ー ス の 菌 体
内 取 り 込 み は ､ 親 株 (T -3 35 ) に 比 べ て 大 幅 に 低 下
し て い た ｡ 従 っ て ､ こ れ ら 蛋 白 はS. ･ n ar c e s c e n sに
お
す
汁 る 親 水 性 低 分 子 物 質 の 透 過 孔 (ポ リ ン) を 形 成
る と 考 え ら れ る ｡
虹 盈
大 腸 菌 ポ リ ン 蛋 白 は ､ ペ プ チ ド グ リ カ ン に 非 共 有
的 に 強 固 に 結 合 し て い る た め(148)､ 常 温 で は 2 %程
度 の S D S では 可 溶 化 さ れ な い こ と が 知 ら れ て い る
(10O ｡ し か し ､ ポ リ ン 蛋 白 以 外 の ほ と ん ど 外 膜 お よ
び 内 膜 蛋 白 は ､ こ の 条 件 で 容 易 に 可 婿 化 さ れ る ｡ 大
腸 菌 で は ､ こ の 性 質 を 利 用 し て ポ リ ン 蛋 白 の 精 製 が
14､5
図50 S. mar c e s c e n sT5025Ho x7か らの40Kポ ,] ン 蛋白の 精製
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行 わ れ て い る(5習)(謬5)｡ S. m ar ce sc e n sに お い て も
ポ T) ン 蛋 白 は 類 似 の 性 質 を 持 つ と.考 え ､ 以 下 の 方 法
…
で 糟 鵜 巷 行 っ た ｡
I
i T -5 025株 の 培 兼 菌 体 を 起 首 披 破 砕 し ､ 遠 心 分 恕 (
】
吐OO,0 0 0× g ､ 4 0分 ､ 4 ℃) し て 得 た 粗 画 分 か ら S
i
b s 暗 礁 を 用 い て 雌 次 臓 賓 自 を 抽 出 可 椋イヒ し た ｡ そ
の 抽 出 過 程 を 図50に 示 し
- 0.4M NaC l特 液 の 段 階 で
的 に 可 特 化 さ れ た ｡ 大 腸
可 特 化 さ れ た ｡ た だ し ､
的 な
っ て
ン 蛋
た ｡ 1 % S D S- 5mM E D TA
､ 4 1 壬(
菌 ポ リ
0.2 5 %
ヽ 4 0K 両 蛋 白 が 逆 択
ン 蛋 白 も こ の 条 件 で
S D Sの 段 階 で 部 分
可 特 化 が 見 ら れ る 点 で 大 腸 菌 ポ リ ン 蛋 白 と 異 な
る ｡ S . m a rc es ce ns の ポ T) ン 蛋 白 は 大 腸 菌 ポ 7)
自 に 比 べ て ､ 疎 水 的 で あ る か ､ 或 い は ペ プ チ ド
グ リ カ ン
同 様 の
を 精 製 .し
と の 非 共 有 的 結 合 が 弱 い と1推 定 さ れ る ｡
操 作 に よ り ､ T - 5 025HoX7 より4 0 K賓 自 の み
氏 (図51)
な お ､ わ ず か に 残 る 爽 雑 物 や 低 分 子 の 不 純 物 を 除
く た め に 両 横 品 と も ､ セ フ ァ ロ ー ス C L6 B カ ラ ム
に よ り ゲ ル ろ 過 し た ｡ ゲ ル ろ 過 の 描 出 パ タ
ー ン (28
iOn m に お け る 吸 収) を 図52に 示 し た ｡ 各 フ ラ ク シ ョ
j
】
芦ン を S D S - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 奄 気 泳 動 で 翻
l
ペ
､ ポ リ ン 蛋 白 の フ ラ ク シ ョ ン を 集 め ､ F ic ol140 0
で 洩 節 し た の ち ､ 5mM Tris 一 打C l緩 衝 液 (p8 7.7) に
透 析 し た ｡
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Ⅳ - 1 - 6 ポ 7) ン 賓 白 の 物 理 的 性 質
大 腸 菌 の ポ リ ン 賓 白 は 三 豊 体 で ､ 透 過 孔 を 形 成 す
る こ と が 知 ら れ て い る(13)(15)(145)o こ の 大 腸 菌 ポ
リ ン 蛋 白 は ､ 加 熱 処 理 に よ り 単 量 体 に 解 離 す る ｡ S.
m a rce s c en s 精 製 ポ リ ン 蛋 白 を 加 熱 処 理 せ ず に ( 室
温 で 可 溶 化 し て) S D S- ポ 7] ア ク T) ル ア ミ ド ゲ ル
電 気 泳 動 を 行 う と ､ お よ そ 80K 付 近 に 泳 動 ( 図53)
さ れ た ｡ こ れ は ､ ニ 量 体 に 相 当 す る 分 子 量 で あ る ｡
し か し ､ 多 量 体. で は S D S結 合 の 度 合 が 少 な く ､ 実
際 の 分 子 両 と 異 な る 泳 動 的 挙 動 を 示 す 例 が 報 告 さ れ
て い る た め ､ 大 腸 菌 ポ リ ン 蛋 白 と 異 な り こ 董 体 と し
て 存 在 す る こ と は ､ 他 の 方 法 に よ る 確 認 が 必 要 と 思
わ れ る ｡
Ⅵ - 1 - 7 ポ リ ン 孔 の 大 き さ
次 に ､ こ れ ら 精 製 賓 白 を 7) ポ ソ - ム に 組 み 込 み ､
種 々 の 糖 の 透 過 速 度 を ス ウ ェ T) ン グ 法 に よ っ て 測 定
し た ｡ 精 製 費 白 を 含 ん だ 7) ポ ソ - ム は ､ 分 子 量 依 存
的 な 透 過 能 を 示 し ､ こ れ ら 蛋 白 が チ ャ ン ネ ル を 形 成
し て い る こ と が 示 さ れ た ｡ ポ リ ン 茸 白 の 形 成 す る 穴
を 円 筒 形 と 仮 定 し て ､ 種 々 の 糖 の 透 過 速 度 を Re nk in
の 式 に 当 て は め て 孔 径 r を 求 め た ( 第1 章 材 料 と
方 法 参 照) ) ｡ 良e nk in 式 は ､ 溶 質 分 子 の 水 和 半 径 a
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に 対 し て は ､ 線 型 で は な い の で ､ コ ン ピ ュ ー タ ー に
よ り 非 線 型 最 適 化 し て ､ 最 適 な 孔 径 を 見 積 も っ た (
図54) ｡
そ の 結 果 ､ 4 1K - 4 0Ⅰて 混 合 物 で 0. 7 4fl m､ 40K で0.
69凸 m の 孔 半 径 を 持 つ 透 過 孔 の 形 成 が 確 認 さ れ た ｡ 4 1
K を 得 る こ と が で き て い な い の で ､ 4 1K 蛋 白 の み に
よ る 透 過 孔 単 極 は 不 明 で あ る ｡ 4 0壬く の 孔 経 の 方 が･41
K - 4 0K 混 合 物 の 孔 経 よ り も 小 さ い こ と か ら ､ 4 1正
蛋 白 の 孔 径 の 方 が401i蛋 白 の 孔 程 よ.り も 大 き い と 推
定 で き る o こ れ ら 賓 白 ､ 特 に 41K 蛋 白 は ､ 従 来 報 告
さ れ て い る 大 腸 菌 ポ リ ン 孔(79)に 比 べ て 有 意 に 大 き
な 孔 経 を 有 し て い る ｡
也
T - 5 02 5 とT - 5 0251 ox7に R - プ ラ ス ミ ドR G N823を 接
合 伝 達 に よ り 導 入 し ､
■
β. - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 速
度 を 測 定 し た ｡ 得 ら れ た 透 過 速 度 と 薬 剤 の 記f値 と の
関 係 を 調 べ た (図55) ｡ セ プ チ ゾ ー ル ､ セ フ ァ ゾ リ
ン
､
セ フ ァ マ ン ド ー ル と 分 子 の 親 水 度 が 低 下 す る に
従 っ て ､ 外 膜 透 過 速 度 の 低 下 が 見 ら れ た ｡
一 方 ､ K
I T - 1 8 0と C P C
-
- 0 4 3は 疎 水 度 が き わ め て
高 い に も か か わ ら ず ､ 逆 に 透 過 速 度 が 高 か っ た ｡
透 過 速 度 を 大 腸 菌 の 場 合 と 比 較 す る と ､ 親 水 性 セ
フ ァ ロ ス ポ リ ン 苅 で ほ ぼ 同 等 ､ 疎 水 的 セ フ ァ ロ ス ポ
15 3
リ ン 剤 で は 大 腸 菌 よ り も 高 か っ た ｡
4 11(蛋 白 の 欠 失 し たT - 5 025Mo x7で は 全 て の 寒 剤 の
外 膜 透 過 速 度 が 低 下 し て い た ｡ 疎 水 度 の き わ め て 高
い C P C- 0 4 3や K I T - 1 8 0の 外 僻 遠 過 速 度
も 大 幅 に 低 下 し た ｡ し か し ､ T - 5 0 25Ho x7に お け る 薬
剤 の 外 膜 透 過 速 度 は ､ 大 腸 菌 ポ リ ン 欠 失 株 に 比 べ る
と 顕 著 に 高 か っ た ｡
虹 A
菱 幽 艶艶
β - ラ ク ク マ - ゼ を 封 入 し た リ ポ ソ
ー ム に 神 勅 ポ
リ ン 蛋 白 を 組 み 込 み ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 刑 の S . 打I a r
c e s c e ns ポ リ ン 孔 透 過 性 に つ い て 検 討 し た ｡
図56 は､ 4 1K ､ 4 0K 混 合 ポ 7) ン を 組 み 込 ん だ リ ポ
ソ ー ム で の ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 通 過 速 度 の 蛋 白
濃 度 依 存 性 を 示 し た も の で あ る ｡ セ フ ァ ロ リ ジ ン が
最 も 高 い 透 過 性 を 示 し ､ 続 い て セ プ チ ゾ
- ル ､ セ フ
ァ ゾ リ ン の 畷 に 透 過 性 が 低 く な り ､ セ フ ァ ロ チ ン の
透 過 性 が 最 も 溶 か っ た ｡ 4 1K ポ リ ン を 組 み 込 ん だ リ
ポ ソ ー ム で は ( 図57) ､ セ プ チ ゾ - ル の 通 過 牡 が 最
も 良 く ､ セ フ ァ ロ チ ン の 透 過 性 が 澱 も 低 か っ た ｡ 4 1
K 蛋 白 の み の 場 合 に 最 も 透 過 速 度 の 高 か っ た セ フ ァ
ロ 1) ジ ン の 透 過 速 度 が 低 か っ た ｡ 4 1K 茸 自 の み の ポ
リ ン 孔 通 過 の 測 定 は で き な か っ た が ､ 以 上 の 結 鼎 か
1 5 4･
ら 推 察 す る と ､ 舶 拡 ポ 7] ン 孔 も40K ポ 7) ン 孔 も 親 水
性 の 高 い 薬 剤 は ど よ く 透 過 す る 性 質 を 持 ち ､ 4 1壬く ポ
リ ン 孔 は40壬( ポ リ ン 孔 に 比 べ て ､ 正 の 電 荷 を 持 つ も
の に 対 す る 選 択 性 が 商 い と 考 え ら れ る ｡
血 盟
大 腸 菌 で は ､ 培 地 の 浸 透 圧 に よ り ポ リ ン 蛋 白 O m
p F ､ O m p C の 産 生 馨 が 巧 み に 調 節 さ れ て い 息(8
o)(81)(150)(15り ｡ ま た ､ O m p T 蛋 白 は ､ 培 養 時 の
温 度 に よ っ て そ の 発 現 が 制 御 さ れ て い る(152)こ と が
知 ら れ て い る ｡
【
s . m arc e s c e n sに お い て も ､ 環 境 変 化 に 対 す る 外
股 機 能 の 適 応 が 考 え ら れ る の で ､ 培 地 浸 透 圧 の 外 膜
蛋 白 発 現 に 対 す る 影 響 を 披 許 し た ｡ 水 鳥 の メ デ イ
-
ム A(72)を Ij(2 に 希 釈 し て ､ 種 々 の 濃 度 の 庶 糖 添 加 培
地 で 培 凍 後 ､ 紫 蘭 し た ｡ 菌 体 外 膜 盛自 を 抽 出 し ､ S
D S - ホ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 解 析
し た ｡ S. m a r c e s c e n sで は ､ 培 地 浸 透 圧 に よ り 外 膜
蛋 白 発 現 網 節 は 練 め ら れ な か っ た ( 図58) ｡
1i5 5
第 2 節 そ の 他 グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌
Ⅳ - 2 - 1 序
本 節 で は S . m ar c es c e n s 以 外 の 海 床 上 重 要 な グ ラ
ム 陰 性 腸 内 細 菌 で あ る Pr ote u s Blirab i l is , PrL o te u s
nl O rga rli i, Pro 七eu s v ulga ris , C i tr oba cte r fr e u rl
d i i, E lebsie ra prleu mO nia e , Ente r obacter clo a c a e,
の 6 菌 種 に つ い て ポ リ ン 賓 白 の 同 定 と そ の ポ リ ン 蛋
白 の 特 徴 に つ い て 検 討 し た ｡
Ⅳ - 2 - 2 菌 准 将 異 的 外 膜 書 白
上 記 6 菌 雀 に つ い て 外 膜 蛋 白 の 電 気 泳 動 パ タ ー ン
を 珊 べ た ｡ ( 図59, 図60, 図61, 図62) ｡ 特 に ､ g.
prle um O nia eとE . clo a c a eに つ い て ､ そ れ ぞ れ11株 ､
3 0株 の 臨 床 分 離 株 の 外 膜 賓 自 パ タ ー ン を 鋼 ペ た . と こ
ろ ､ 菌 株 に よ り 差 異 が 見 ら れ た ｡ 図5 9に そ の 代 表 的
な 蘭 株 の 外 膜 蛋 白 の S D S- ポ T) ア ク T) ル ア ミ ド ゲ
ル 電 気 泳 動 を 示 し た ｡ 図59に そ の 代 表 的 な 菌 株 の 外
膜 蛋 白 の S D S - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
を 示 し た ｡ そ の 他 の 菌 種 は ､ 当 研 究 室 保 存 の 臨 沫 分
離 株 (薬 剤 感 受 性 株) の 外 膜 蛋 白 を 謂 べ た ｡ 菌 種 閣
外 膜 蛋 白 パ タ ー ン に 大 き な 菌 種 差 が 見 ら れ た ｡
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図61 g･ pn e u m o niae野性株､ 外膜変異株の外膜蛋 白
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大 濃 蘭 ､ S . m a rce sc e n s で の 場 合 と 同 様 に セ フ ォ
キ シ チ ン 耐 性 を 指 標 に し て ポ リ ン 蛋 白 欠 失 抹 の 分 離
を 試 み た ｡
図60､ 図6 1､ 図62に 示 し た よ う に ､ P . v ulga ris. ､
p. m o rg a rli i､ P. mir ab i l is ､ C･ fr e u nd i i､ K ･ pn e u m o
nia e (206) で 外 陣 宴 自 欠 失 変 異 株 を 分 離 し た . 欠
朱 書 白 の 分 子 量 は ､ 3 7K (P. v ulga ris) ､ 4 0Ⅰく (P ･
Tnir ab i l is ) ､ 4 0壬( (i . pn e um o nia e GN69/2 - 1 ) ､
3 8壬〈 と37K (C. fr e und i i) ､ 3 6K (P . m o rga ni i) で
あ っ た ｡ E . pn e um o nia e 2 06で は 4 ト3 9官蛋 白 欠 失 ､
37E 茸 白 欠 失 株 ､ 両 賓 白 欠 失 株 の 3 穫 の 変 異 株 を 得
る こ と が で き た ( 図62) ｡ こ れ ら 欠 朱 書 自 は い ず れ
も ペ プ チ ド グ リ カ ン 結 合 蛋 白 で あ っ た ｡
庄. 叩 e u m O nia e 206 とP. mir ab i l is の 外 膜 変 異 株 で ､
グ ル コ ー ス の 菌 体 内 取 り 込 み を 珊 定 し た ( 図63- b) ｡
親 株 (野 性 味) に 比 べ ､ 外 膜 雷 白 欠 失 株 で は グ ル コ
ー ス 菌 体 内 取 り 込 み の 大 幅 な 低 下 が 見 ら れ た o 更 に ､
ポ リ ン 茸 白 欠 失 株 で は 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 に
対 す る 感 受 性 の 大 幅 な 低 下 を 示 し た ｡
以 上 の 結 果 か ら ､ こ れ ら 菌 種 で 欠 失 し た ペ プ チ ド
グ リ カ ン 結 合 賓 白 は ､ 各 菌 種 の ポ リ ン 蛋 白 と 考 え ら
れ る ｡
E . p n e u rn o nia e以 外 の 菌 種 で は ､ ポ リ ン 蛋 白 欠 失 株
16 0
の 疎 水 的 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 は ､ 大 腸 菌 の 場 合 と 同
様 に 全 く 変 化 し な か っ た ｡ し か し な が ら ､ K ｡ pn e u m o
nia e 2 0 6で は ､ 4 0-3 9 壬く 蛋 白 が 欠 失 す る こ と に よ り ､
煉 水 的 薬 剤 で あ る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル や ミ ノ サ イ
タ リ ン に 対 す る 感 受 性 が 低 下 し て い た ｡
虹 監盟
大 腸 菌 で の 方 法 ( 材 料と 方 法 ､ 文 献57) に 準 じ て
ポ リ シ 賓 白 の 精 製 を 行 っ た ｡ そ の 結 果 を 図63に 示 し
た ｡ こ れ ら 精 製 蛋 白 は ､ 大 腸 菌 ポ リ ン 賓 白 と 同 様 に
加 熱処 理 を 行 わ な い 場 合 に は ､ S D S中 で 多 蚤 体 と
し て 存 在 て い た ｡
こ れ ら 精 製 茸 自 を リ ポ ソ ー ム に 組 み 込 み ､ 種 々 の
糖 の 透 過 速 度 を 潤 定 し ､ r He nk i血 の 式 に 非 線 型 最 適 化
す る こ と に よ り ポ ') ン 孔 経 を 求 め た ( 図64) ｡ 琴 お ､
c. fr e u nd i の 場 合 は ､ 2 橡 の ポ リ ン 蛋 白 の 混 合 物 に
よ る 見 か け の 半 径 で あ る ｡
p. mirab i l is の ポ 7) ン 孔 経 が0. 5 65n m と 最Lも 小 さ
く ､ C. fr e u ndii の ポ 7) ン 孔 接 が0.6 9n mと 最 も 大 き な
値 で あ っ た
■
｡
J
7r67
図62 P. m o rga nii野性抹､ 外膜変異株の 外源空白
S DS - ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動パ タ ー ン
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第 3 節 緑 膿 菌 に お け る β - ラ ク タ ム 剤 の 外 膜 通 過
Ⅳ - 3 - 1 序
緑 鳩 菌 は ､ 比 較 的 に 桐 原 性 の 低 い グ ラ ム 陰 性 菌 で
あ る が ､ 多 く の 薬 剤 に 対 し て 高 い 自 然 抵 抗 牲 を 示 す
日 和 見 感 染 菌 と し て 臨 床 上 問 題 と な っ て き て い る ｡
氏 D T A に より 外 順 構 造 に 傷 害 を 与 え る と と 菜 剤 感
受 性 が 朗 著 に 上 昇 す る こ と か ら な ど か ら ､ 緑 膿 蘭 の
薬 剤 抵 抗 性 の 原 因 の 一 つ は 外 股 通 過 障 害 に よ る こ と
が 指 摘 さ れ て い た ｡
本 節 で は ､ 緑 膿 菌 に お け る セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の
外 膜 透 過 性 を 検 討 し ､ そ の 商 度 薬 剤 抵 抗 性 と の 関 係
を 考 察 す る と 共 に ､ 緑 膿 菌 ポ T) ン 孔 の 性 質 に つ い て
も 検 討 し た ｡
Ⅳ - 3 - 2 薬 剤 感 受 性
表2 0に 示 す よ う に ､ 緑 膿 菌 は 大 腸 菌 に 比 べ て 商 い
β - テ ク タ ム 剤 抵 抗 性 を 示 す ｡ 特 に ､ セ フ ァ ロ チ ン ､
ア ン ビ シ リ ン ､ セ フ ァ ゾ リ ン な ど に 対 し て 低 い 感 受
性 を 示 し た ｡ し か し ､ 新 規 β - ラ ク ダ ム 剤 (い わ ゆ
る 第 3 世 代) は 商 い 抗 菌 力 を 示 し た ｡
緑 膿 菌 は 染 色 体 性 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ - ゼ を 産 生
し ､ こ れ が β - ラ ク タ ム 剤 抵 抗 性 に 大 き く 寄 与 し て
い る こ と が 知 ら れ て い る(153)｡ こ の 染 色 休 性 セ フ ァ
1･66
表21 緑曙薗 の東荊感受 性
HIC(p島/mL )
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ロ ス ポ リ ナ - ゼ の 産 鎧 能 の 欠 失 し た 変 異 株 の 薬 剤 感
受 性 を 網 ペ た ( 表21) ｡ セ フ ァ ロ ス ポ 7) チ - ゼ 産 生
能 が 欠 失 す る と ､ 緑 膿 菌 の β - ラ ク ダ ふ 剤 に 対 す る
感 受 性 は 大 幅 に 上 昇 し た ｡ し か し ､ そ の 感 受 牲 は 大
腸 菌 に 比 べ る と 低 く ､ こ の 貴 異 は ､ 主 に 外 隈 透 過 性
の 澄 異 に 起 因 し て い る も の と 考 え ら れ る ｡
” - 3 - 3 モ ノ ア ニ オ ニ ッ ク な セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
荊 の 外 股 透 過 性
構 造 的 に 類 似 し た セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 6 種 に つ い
て そ の 外 膜 通 過 速 度 を 測 定 し た ｡
緑 膿 菌 に お け る セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 前 の 外 僻 遠 過 速
度 は 大 腸 菌 に 比 べ て き わ め て 低 か っ た ｡ 特 に ､ 親 水
性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 で は ､ 大 腸 菌 の 50分 の 1 か ら
70分 の 1 の 低 い 透 過 速 度 で あ っ た ｡ ま た ､ 大 腸 菌 で
の 場 合 と 同 様 に ､ 分 子 の 疎 水 度 が 増 す に つ れ て 外 膜
透 過 速 度 の 低 下 が 縫 め ら れ た ｡ し か し ､ 透 過 速 度 の
薬 剤 分 子 の 親 水 度 (R f値) に 対 す る 依 存 性 が ､ 大 腸
菌 の 場 合 に 比 べ 小 さ か っ た ｡
第 2 の 特 徴 と し て ､ 緑 膿 菌 で は 薬 剤 の 疎 水 度 が 一
定 以 上 に 高 く な る 川f植 が0.47以 下) と 透 過 速 度 が
上 昇 し た ｡ こ の 上 昇 は ､ 連 続 的 に 起 き て い る の で 外
膜 傷 害 と い う よ り も ､ 外 膜 疎 水 領 域 遠 退 の 上 昇 を 反
映 し て い る と 考 え ら れ る ｡
7.69
外 膜 透 過 の 活 性 化 エ ン ク ル ピ ー を 求 め た と こ ろ (
表22) ､
.
セ フ ァ ゾ T) ン は 8 Ec al/ m ol と低 い 値 を 示
し た が ､ 一 方 ､ K I T - 1 8 0 やC P C - 0 4 3の
よ う な 疎 水 的 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 外 膜 透 過 の 活 性
化 エ
'
ン タ ル ビ ー は ､ そ れ ぞ れ 25Ec al/ m ol ､ 1 2琵c al
/gl Ol と大 き な 僅 で あ っ た ｡
Ⅳ - 3 - 4 ポ 7) ン 孔 透 過 性 に 及 ぼ す 電 荷 の 影 響
緑 膿 菌 外 膜 透 過 性 に 対 す る 薬 剤 の 電 荷 の 影 響 に つ
い て 換 討 す る た め ､ セ フ ァ ロ テ ン ､ セ フ ァ ロ リ ジ ン ､
セ フ ス ロ ジ ン ( 図66) の 外 膜 通 過 速 度 を 測 定 し た (
図67) ｡ 以 上 3 荊 は そ の 親 水 度 か ら 考 え て 緑 膿 菌 ポ
リ ン 孔 を 透 過 す る と 考 え ら れ る ｡ セ フ ァ ロ テ ン と セ
フ ァ ロ 1) ジ ン は 7 位 榔 接 が 共 通 で あ る が セ フ ァ ロ 7)
ジ ン は 3 位 牌 鏡 に 正 の 電 荷 を 持 っ て い る ｡ 両 葉 荊 の
逆 相 T i C 丑f佳 は ほ ぼ 等 し い ｡ こ の 両 者 の 外 膜 透 過
速 度 を 比 較 す る こ と･に よ り ､ 正 の 電 荷 の 影 響 を み た ｡
セ フ ァ ロ . リ ジ ン の 方 が セ フ ァ ロ チ■ン よ り も 約10倍 高
い 外 膜 透 過 速 度 を 示 し ､ 練 滅 菌 ポ リ ン 孔 は 大 腸 菌 ポ
リ ン 孔 同 様 に 正 の 電 荷 に 対 す る 選 択 性 を 持 っ て い る
こ と が わ か っ た ｡ し か し ､ そ の 程 度 は 大 腸 菌 で の 場
合 の 10分 の 1 程 度 で あ っ た ｡ 次 に ､ セ フ ァ ロ リ ジ ン
と セ フ ス ロ ジ ン の 外 膜 透 過 速 度 を 比 較 し て 負 の 電 荷
の 影 響 に つ い て 検 討 し た ｡ セ フ ァ ロ リ ジ ン と セ フ ス
170
ロ ジ ン は き わ め て 類 似 し た 構 造 を 持 つ が ､ セ フ ス ロ
ジ ン 7 位 牌 鎮 は 負 の 電 荷 を 持 つ ( 図66) . 負 の 電 荷
が 加 わ る こ と に よ り ､ 外 膜 透 過 速 度 が 7 分 の 1 に 低
下 し た ｡ し か し ､ そ の 程 度 は 大 腸 菌 で の 場 合 の 3 分
の 1 で あ っ た ｡
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第 4 節 要 約 な ら び に 考 察
( 要 約) 本 章で は ､ 大 腸 菌 以 外 の グ ラ ム 陰 惟 腸 内 紬
菌 の ポ リ ン 蛋 白 の 同 定 と そ の 性 質 に つ い て 明 ら か に
す る と 共 に ､ S. m ar c es ce n s と 緑 欄 宙 に お け る セ フ
ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 外 膜 透 過 速 度 の 測 定 を 行 っ た ｡
① C. fr eu nd i i､ P . mir ab i l is ､ P. no rg a ni i､ E . cI
o a c a e､ S. m a r c e s c e n s､ ”. p n e q m o nia e の 外 膜 蛋 白
電 気 泳 動 パ タ ー ン は ､ そ れ ぞ れ 南 棟 に よ り 特 異 的 で
あ る ｡ E. clo a c a eお よ び S. m a r c es c en s で は 同 一 蘭
種 内 で も 菌 株 に よ り 外 膜 頚 自 パ タ ー ン に 発 見 が 観 察
さ れ た ｡
②C. fr eu nd i i で3 8K と37K ､ P. mir ab i l is で3 71(､
P ･ m o rga ni i で3 6K ､ K . pn e um oni a eで 4 01(､ S . m a rc e
s c en s で 4 1K と40K の ポ 7) ン 蛋 白 を 同 定 し ､ そ れ ぞ
れ ､ 0.6 9n m ( 混合 物
'
) , 0. 5 7n m, 0.6 3nm , 0. 6 5n m ､
0･7 4n m ( 混 合 物) の 孔 径 を 持 つ 透 過 孔 を 形 成 す る こ
と を 明 ら か に し た ｡ ま た ､ こ れ ら ポ リ ン 蛋 白 が 欠 失
す る と ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 に 対 す る 菜 剤 感
受 性 が 低 下 し た ｡ S. m a r c e sc e n s とK . p n e u m o llia e (
206) で は ､ ポ 7) ン 茸 自 欠 先 に よ り 高 度 錬 水 的 な 抗
菌 剤 で あ る ミ ノ サ イ ク リ ン に 対 す る 薬 剤 感 受 性 も 低
下 し た ｡ ⑧ 緑 膿 菌 に お け る 親 水 性 β - テ ク タ ム 剤 の
外 膜 透 過 速 度 は 大 腸 菌 で の 場 合 の 7 0分 の 1 か ら 1 00
1･72
分 の 1 と極 め て 低 か っ た ｡ ま た ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス
ポ リ ン 剤 で あ る セ フ ァ ゾ リ ン の 緑 膿 菌 外 股 透 過 の 活
性 化 エ ン ク ル ピ ー は 8荘c al/ m ol と低 か っ た が ､ 薬
剤 分 子 の 親 水 度 に 対 す る 依 存 性 は 大 腸 菌 で の 場 合 に
比 べ て 弱 か っ た ｡ ま た ､ セ フ ァ ロ リ ジ ン ( 電 荷: ＋ ､
- ) の 外 膜 透 過 速 度 は ､ セ フ ァ ロ チ ン ( 電 荷: - )
の 1 1倍 ( 大 腸 菌で は137 倍) ､ セ ブ ス ロ ジ ン ( 電 荷
: 十 ､ ､ - ) の 外 僻 遠 過 速 度 は セ フ ァ ロ リ ジ ン の
7 分 の 1 ( 大 腸 菌で は21分 1) で あ り ､ 薬 剤 電 荷 に
喜
よ る 外 臓 透 過 性 へ の 影 響 は 小 さ か っ た ｡
⑤ 緑 膿 菌 で
I T - 1 8
昇 し た ｡ こ
ク ル ピ ー は
と 顕 著 に 商
⑥ 緑 膿 菌 と
s に お け る
セ フ ァ ロ
っ た ｡ . 再
自 当 た り
っ た ｡ 4 1
は ､ セ フ ァ ロ テ ン よ り も 疎 水 皮 の 高 い
.
”
O ､ C P C- 0 4 3の 通 過 速 度 は 逆 に 上
れ
ヽ
い
同
ら 薬 剤 の 緑 膿 菌 外 膜 透 過 の 活 性 化 エ ン
そ れ ぞ れ2 5仔c al/ 脚ol ､ 1 2Kc al/ m ol
値 を
じ く
示 し た ｡
日 和 見 感 製 菌 で あ るS . m ar c e s c e n
♂ - テ ク タ ム 剤 の 外 膜 透 過 性 は ､ 親 水 性
ス ポ
構 成
リ ン 剤 で 大 腸 菌 の 2 分 の 1 程 度 と 低 か
膜 で の ､ S. m a r c e sc e ns ポ 7) ン 孔 の 蛋
の 透 過 効 率 は ､ 大 腸 菌 ポ リ ン 孔 よ り も 低 か
” - 4 0K 蛋 白 混 合 物 を 組 み 込 ん だ 再 構 成 膜
で の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 透 過 速 度 は ､ セ フ ァ ロ リ
ジ ン > セ プ チ ゾ - ル > セ フ ァ ゾ 7) ン > セ フ ァ ロ チ ン
の 蛸･で あ っ た が ､ 4 0K 蛋 白 を 組 み 込 ん だ 場 合 は ､ セ
17｢3
フ テ ゾ - ル > セ フ ァ ゾ リ ン > セ フ ァ ロ リ ジ ン > セ フ
ァ ロ チ ン･の 碩 で あ っ た ｡
( 考 察)
s . n ar c es c e n sの 41K 外 膜 蛋 白 は 以 下 の 理 由 か ら ､
ポ リ ン 蛋 白 で あ る と 考 え ら さ る ｡
① ペ プ チ ド グ リ カ ン に 非 共 有 的 に 結 合 し て お り ､ 大
腸 菌 ポ 7) ン 蛋 白 と 同 様 の 方 法 で 可 溶 化 ､ 精 製 す る こ
と が で き る ｡ ③41K,40E 蛋 白 欠 失 株 で は ､ グ ル コ ー
ス の 蘭 鋳 内 取 り 込 み が 低 下 し て い た ｡ ③41K 賓 白 欠
先 に よ り ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 前 の 外 膜 透 過 性 お よ び
セ
.フ ァ
ロ ス ポ リ ン 前 に 対 す る 感 受 性 の 低 下 が 起 こ っ
た ｡
ペ プ チ ド グ T) カ ン に 非 共 有 に 結 合 し て い る40正 賓
白 も ､ 再 構 成 膜 に 組 み 込 む と 糖 分 子 の 分 子 量 依 存 的
な 透 過 が 示 さ れ る こ と と ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
荊 も リ ポ ソ ー ム 膜 透 過 が 可 能 に な っ た こ と よ り ､ ポ
7) ン 蛋 白 と 同 定 さ れ る ｡ 4 1K ポ T] ン 蛋 白 の 欠 失 に よ
っ て ､ 疎 水 度 の 高 い セ フ ァ ロ ス ポ T) ン 剤 で あ る K I
T - 1 8 0 やC P C- 0 4 3の 外 膜 透 過 速 度 が 城 少
し た こ と ､ 種 々 の 分 子 量 の 糖 の 相 対 速 度 か らRerl女in
の 式 に よ り 求 め た 孔 経 が0 .7 4叩 (41E ､ 4 0K 混 合 物
) ､ 0.7 0rl m(40壬〈 茸 白) で あ っ た こ と か ら ､ S . m a r
c es c e n sの ポ 7) ン 孔 は 大 腸 菌 ポ T) ン 孔 よ り も 大 き い
な 孔 経 を 持 つ と 考 え ら れ る ｡ し か し ､ 再 構 成 膜 で 謂
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ベ た こ れ ら 蛋 白 の ポ リ ン と し て の 効 率 は ､ 大 境 菌 に
比 べ て 顕 著 に 低 か っ た ｡ ポ リ ン 孔 孔 経 が 大 き い に も
か か わ ら ず 効 率 が 悪 い と い う 結 果 を 解 釈 す る こ と は
困 難 で あ る が ､ 緑 膿 菌 ポ リ ン 孔 の 場 合 の 様 に (本 項
後 述) ､ ポ リ ン 孔 の 大 部 分 が 不 活 性 な 状 態 に あ る と
頗 定 す る と う ま く 説 明 で き る ｡ 生 菌 体 で は411i蛋 白
の 欠 先 に よ り ､ 外 膜 透 過 速 度 が 大 幅 に 低 下 す る こ と ､
4 1K ポ 7) ン 孔 の 方 が 孔 接 が 大 き い こ と か ら ､ 41K 蛋
白 の 方 が ポ リ ン と し て の 効 率 が 濃 い と 考 え た が ､ 再
構 成 膜 実 験 に お い て は ､ 4 0壬( 単 独 と41K ､ 4 0Ⅰ( 混 合
梗 品 の 間 で の 透 過 孔 と し て の 効 率 に は 蒙 が 見 ら れ な
か っ た ｡
多 数 の S. m ar c e sc ens 塩 床 分 社 株 の 外 膜 蛋 白 電 気
泳 動 パ タ ー ン を 珊 べ た ｡ 高 度 耐 性 陳 の 中 に ､ 4 11I ポ
リ ン の 存 在 し な い 株 が あ っ た こ と は ､ ポ リ ン 書 白 欠
先 に よ る 外 膜 透 過 性 の 低 下 が 高 度 費 荊 耐 性 に 関 与 し
て い る と 考 え ら れ ､ 新 し い タ イ プ の 耐 性 菌 と し で 今
後 ､ 臨 凍 上 大 き な 問 題 と な ろ う ｡ Gutm an D- ら も(154)
(155)(156)ラ ク モ キ セ フ 及 び ア ミ } グ T] コ シ ド 抗 生 剤
ァ ミ カ シ ン に 対 す る 耐 性 菌 の 申 か ら ､ 4 1主く 賓 白 欠 東
棟 を 分 離 し て い る ｡
再 輯 成 膜 に 40K と41K ､ 4 0壬〈 混 合 標 品 を 組 み 込 ん
だ 場 合 と で ､ モ ノ ア ニ オ ニ ッ ク な セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
荊 の 透 過 速 度 ( 組み 込 ん だ 蛋 白 当 た り の ) に 変 化 が
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な い の に 対 し て ､ 正 の 電 荷 を 持 つ セ フ ァ ロ リ ジ ン の
透 過 速 度 は ､ 4 1K ､ 4 01(混 合 物 を 組 み 込 ん だ 場 合 の
方 が 高 か っ た ｡ 4 01(ポ 7) ン 孔 は41K ポ リ ン 孔 に 比 べ
て 正 の 電 荷 に 対 す る 選 択 性 が 弱 く･､ は と ん ど 正 の 選
択 性 が な い と 考 え ら れ る ｡ こ の よ う な イ * ン 選 択 性
の 怯 さ は ､ 4 0K ポ リ ン 孔 の 方 が 孔 経 は 小 さ い こ と か
ら ､ ポ リ ン 孔 の 大 き さ に よ る の で は な く ､ ポ リ ン 内
壁 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 分 布 の 温 い に よ る と 考 え ら れ る ｡
親 水 度 の 異 な る 6 種 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 別 の 緑 渦
菌 外 股 透 過 速 度 を 測 定 し ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン
剤 の 緑 膿 菌 外 膜 透 過 性 が 大 腸 菌 の 場 合 に 比 べ て き わ
め て 低 い こ と を 示 し た ｡ こ の よ う な 結 果 はN ic a s と
8an c o ck に よ り ､ ニ ト ロ セ フ ィ ン(157)､ 古 村 と 二 階
堂 に よ る セ フ ァ セ ト T) ル ､ セ フ ァ ロ リ ジ ンq58)の 外
膜 透 過 速 度 測 定 か ら 既 に 明 ら か に さ れ て い る ｡ し か
し ､ 大 腸 菌 で の 場 合 と 同 様 に ､ 緑 膿 菌 に お け る 親 水
性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 外 膜 透 過 速 度 は 薬 剤 分 子 親 水
度 の 増 加 と 共 に 上 昇 し た ｡ 更 に ､ 親 水 性 セ フ ァ ロ ス
ポ 1) ン 剤 の 緑 膿 菌 外 膜 通 過 の 活 性 化 エ ン ク ル ピ ー は ､
8 Kcal/ m ol と 低 か っ た ｡ 以 上 よ り ､ セ フ ァ ロ ス ポ
リ ン 剤 は 緑 膿 菌 外 順 の ポ リ ン 孔 を 通 過 し て い る こ と
は 明 ら か で あ る ｡ Ⅳi ka s とIia nc o ck (167)は ､ 緑 膿 菌
ポ リ ン 蛋 白 欠 失 株 で ニ ト ロ セ フ ィ ン の 外 脱 退 過 速 度
が 6 分 の 1 に 低 下 す る こ と よ り ､ 同 様 の 指 摘 を し て
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い る ｡
緑 膿 菌 で の 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 の 外 膜 透 過
速 度 は 棄 剤 分 子 の 疎 水 度 の 増 加 に よ る 低 下 の 度 合 が
大 腸 菌 で の 場 合 よ り も 小 さ い こ と が 見 い だ さ れ た. ｡
疎 水 度 に 対 す る ポ リ ン 孔 の 許 容 度 が 大 き い と い う こ
と は ､ そ の ポ リ ン 孔 の 孔 睦 の 大 き い こ と を 示 唆 す る ｡
更 に ､ 緑 膿 菌 ポ リ ン 孔 の 正 イ オ ン 選 択 性 も 大 場 薗 で
'▲
の 場 合 に 比 べ て 顕 著 に 弱 い こ と が わ か っ た ｡ こ の よ
う な イ オ ン 選 択 性 は ､ ポ リ ン 孔 内 壁 の ア ミ ノ 酸 残 基
に よ っ て も た ら さ れ る と 考 え ら れ て い る(125)(120)(13
1)(159)｡ し か し ､ こ の 違 い が 内 部 ア ミ ノ 酸 残 基 の 分
布 の 違 い に よ る な ら ば ､ 正 の 電 荷 を 持 つ も の と ､ 負
の 電 荷 を 持 つ も の に 対 し て は 逆 の 影 響 が で な け れ ば
な ら な い ｡ し か し ､ 練 濃 蘭 で の 場 合,に は ､ 正
の 電 荷
と 負 の 電 荷 を 持 つ も の ど ち ら に 対 す る 選 択 性 も 低 下
し て い る ｡ 従 っ て ､ 選 択 性 の 低 下 が ポ リ ン 孔 寝 が 大
き く ､ 孔 望 と 溶 質 分 子 の 相 互 作 用 が 減 少 し た た め と
考 え ら れ る ｡
糖 の 透 過 を 利 用 し た 再 構 成 実 験 で は ､ 緑 膿 菌 ポ リ
ン 孔 の 排 除 限 界 は ､ 3 000- 60 00(161)で ､ ポ リ ン 孔 を
円 筒 形 と 仮 定 し 左 場 合 の 孔 半 径 は 約1 .1n m で あ る
(158)(162)と 報 告 さ れ い る ｡ と こ ろ が 最 近 ､ 生 菌 体
で の 糖 を 用 い た 実 演 で は ､ 緑 膿 菌 ポ リ ン 孔 は 大 勝 菌
よ り も 小 さ く ､ 排 除 限 界 は342 以 下で あ る と の 報 告
17丁
が な さ れ た(163)(悩). Ca ulc oLt ら(163).､ 氷 山 ら(巧64)
は ､ 再 構 成 に よ っ て 得 ら れ た 結 鼎 が ､ 実 験 +ニ の ア
■
-
テ ィ フ ァ ク ト で あ る と 指 摘 し て い る ｡ rL か し､ 寄 留
の 実 験 結 果 は ､ 生 菌 体 で も 緑 膿 菌 ポ リ ン 孔 経 は 大 き
い こ と を 示 し て い る ｡ も し ､ Ca ulc ot tら(163)､ 深 山
(164)ら の 報 告 し て い る 排 除 限 界 的342が 正 し い な ら
ば ､ 本 論 文 で 述 べ た 分 子 蚤400 - 5 0 0の セ フ ァ ロ ス
ポ リ ン 剤 は 緑 膿 菌 ポ リ ン 孔 を 通 過 で 尊 な い は ず で あ
る ｡
ま た ､ Ash by ら(165)は ､ 一 連 の 新 規 親 水 性 中 ノ ロ
ン カ ル ポ ン 酸 〔ノ ル フ ロ ク サ シ ン ( 分 子 豊319) ､
エ ノ ク サ シ y
_
( 分 子 馨320) ､ シ プ ロ フ ロ ク サ シ ン
( 分 子 濠331) ､ オ フ 口 車 サ シ ン (分 子 墓36 1) 〕
に 対 す る 緑 膿 菌 感 受 性 を 報 告■し て い る ｡ オ フ ロ ク サ
シ ン と ユ ノ ク サ シ ン の 間 の 分 子 豊 付 泣 に ､ 緑 膿 菌 ポ
7) ン 孔 排 除 限 界 が あ る な ら ば ､ 緑 膿 菌 に 対 す る 抗 菌
力 に 両 者 間 で 大 き な 発 異 が あ る は ず だ が ､ ど の 薬 剤
も 緑 膿 菌 に 対 し て 高 い 抗 菌 力 を 示 し た(165)｡
そ れ で は ､ 大 き い ポ T) ン 孔 を 持 つ 緑 膿 菌 外 股 透 過
性 が 何 故 大 腸 菌 よ り も 低 い の だ ろ う か ｡ こ の 矛 盾 を
説 明 す る た め に ､ 11a n co ck ら(162)は ､ ポ リ ン 孔 の
''
open
”
- - - 一
D
clos e
”
モ デ ル を 提 唱 し ､ 緑 磯 薗 ポ
リ ン 孔 の 99 % 以 上 は
''
clo s e
''
の 状 態 に あ る と 推 定
し て い る ｡ 実 際 ､ 月a nc o ck ら が 指 摘 し て い る よ う に
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ポ 7] ン･ 孔 の ほ と ん ど が
''
clo se
カ
の 状 態 に あ る か ど
う か は 不 明 で あ る が ､ 只o s e nbu s chら(周防)紘+ 患 膜 を
用 い た 実 験 か ら ､ 奄 圧 に よ る ポ ･7) ン 孔 の
''
ope n
カ
ー
･ 一
”
clos 8
”
の 変 化 が 生 じ る こ と を 報 告 し て い る ｡
更 に ､ 肯 柑 ら(158)は 菌 の 生 育 条 件 な ど の 環 境 因 子 に
よ っ て 網 節 さ れ て い る と の 可 能 性 を 指 摘 し て い る ｡
虻r opin sk i ら(167)､ An£us ら(168)は ､ 緑 膿 菌 L P S
の 変 異 株 (糖 鎖 の 欠 失 株 で は な い ) で ､ 緑 磯 菌 ポ リ
ン 孔 の 括 性 が 上 昇 す る こ と を 報 告 し ､ こ の よ う な 株
で は ポ リ ン 孔 が
”
ope n
D
の 状 態 に な っ て い る と 指 摘
し て い る ｡
緑 膿 菌 で は ､ 大 腸 菌 で の 場 合 と 異 な り ､ セ フ ァ ロ
ス ポ 7) ン 剤 の 逆 相 T L C 棺f債 が0. 4 5 より も 疎 水 的 な
セ フ ォ ベ ラ ゾ ン ､ fE I T- 1 8 0､ .C P C
- 0 4 3
で は 疎 水 度 の 増 加 に 伴 い ､ 外 膜 透 過 性 が 上 昇 し た ｡
外 股 透 過 の 活 性 化 エ ン ク ル ピ ー が 高 か っ た こ と ､ 疎
水 度 に 対 す る 外 股 透 過 性 の 上 昇 が 連 続 的 に 起 こ っ て
い る こ と か ら ､ こ れ ら 疎 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 は
緑 臓 園 外 膜 疎 水 領 域 を 分 配 ･ ･拡 散 に よ り 透 過 し て い
る と 結 論 し た ｡
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序.文
β - ラ ク ダ ム 剤 の グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る 抗 菌 力 発
現 に は ､ 少 な く と も 以 下 の 3 つ の 因 子 が 関 与 し て い
る ｡
(1)標 的 酵 素 ( ペ ニ シ リ ン 結 合 茸 白) に 対 す る 親 和 性
(2)細 菌 外 膜 透 過 性
(3)β - テ ク ク マ - ゼ に 対 す る 安 定 性
本 章 で は ､ 外 膜 変 異 株 に β - ラ ク ダ マ - ゼ 産 生 プ
ラ ス ミ ド を 導 入 し ､ 上 記 3 因 子 の い ず れ か 一 つ の
因 子 の み が 変 化 し た 一 連 の 薗 株 を 鋼 製 し た ｡ こ れ ら
菌 株 セ ッ ト を 用 い て ､ β - テ ク タ ム 荊 の 抗 菌 力 と 外
膜 透 過 性 及 び β - テ ク タ マ - ゼ 安 定 性 と の 間 の 相 関
を 解 析 し た ｡
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第 1 節 抗 菌 力 を 決 定 す る 因 子
Ⅴ - 1 - 1 序
β - ラ タ ク マ - ゼ の 産 生 や 外 膜 透 過 性 の 低 下 が 蘭
に 東 新 抵 抗 性 を も た ら す こ と(169)は 良 く 知 ら れ て い
る ｡ そ れ ぞ れ の 因 子 の 変 化 と 薬 剤 抵 抗 性 と め 変 化 の
閤 の 定 性 的 な 解 析 は な さ れ て い る(1乃 -173)が ､ 定 量
的 解 析 は β - ラ タ ク マ - ゼ 活 性 と の 関 係 を 除 い て は
は と ん ど な さ れ て い な い ｡
各 因 子 の 抗 菌 力 に 与 え る 影 響 を 定 量 的 に 理 解 し ､
適 切 な ド ラ ッ グ デ ザ
■
イ ン に 役 立 て る た め に は ､ 抗 菌
力 と 各 因 子 の 間 の 相 関 関 係 の 数 董 的 解 析 が 必 要 で あ
る ｡
本 節 で は ､ 薬 剤 の 外 膜 透 過 性 と 細 菌 の 産 生 す る β
- テ ク ク マ - ゼ 活 性 が 薬 剤 の 抗 菌 力 レ ベ ル (M ∫ C
) に ど の よ う に 影 響 す る か に つ い て 定 量 的 解 析 を 行
っ た ｡
吐 塵
近 年 開 発 さ れ た β - ラ タ ク マ - ゼ に 安 定 な (V m
a x 値 の 小 さ い ) β - テ ク タ ム 荊 の 中 に は ､ β - ラ
ク ダ マ - ゼ に 対 す る 結 合 親 和 性 の 高 い (K m 檀 の 小
さ い ) もの が 多 い(173)｡ こ の よ う な 薬 剤 の β - ラ ク
ダ マ - ゼ 産 生 株 に 対 す る 効 果 を 評 価 す る 際 に は ､ Ⅴ
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m a x の 小 さ さ に の み 着 目 す る と 掛 っ た 紙 拍 に 蒔 か
れ る 危 険 性 が あ る ｡ す な わ ち ､ 生 菌 体 に お け る β -
テ ク タ マ - ゼ 近 傍 (ペ リ プ ラ ズ ム 内) の 薬 剤 漉 度 は
in vi tr oの β - ラ ク ク マ - ゼ 活 性 測 定 灸 件 に お け る
感 度 よ り 著 し く 低 い こ と を 考 慮 す る 必 要 が あ る ｡
そ こ で ､ β - ラ ク ク マ - ゼ に よ る β - テ ク タ ふ 剤
不 満 化 力 の 指 標 と し て は ､ V m a x に 代 わ っ て ､ Vm
a x /虻m と い う パ ラ メ タ - が 考 案 さ れ て い る(17O)｡ 一
連 の 薗 株 に お い て ､ 外 膜 透 過 性 や ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋
白 の 薬 剤 親 和 性 な ど ､ β - テ ク ク マ - ゼ 特 性 以 外 の
条 件 が 等 し い な ら ぱ ､ Vm a x/Xm と M ∫ C値 の 間 に 商
い 相 関 関 係 の あ る 事 が 既 に 指 摘 さ れ て い る 叩0)｡
本 章 の 実 験 に 用 意 さ れ た 菌 株 は ､ 異 な る β - ラ ク
ク マ - ゼ 産 生 蚤 を 示 す プ ラ ス ミ ド投G N82 3 と控G N14 の
い ず れ か を 感 染 さ せ た も の で あ る ｡ 図6 7に ､ こ れ ら
薗 株 の セ フ ァ ゾ 7) ン に 対 す る Vm a x/Hm の 実 測 値 と M
I C 値 の 聞 の 関 係 を プ ロ ッ ト し た 結 果 を 示 す ｡ R G N8
23感 染 株 の Vma x/Km 借 は ､ 1.7 7- 2. 3 6× 1O
-3
の 範 囲
内 に あ る が ､ R G N14 感 染 株 の 場 合 は ､ 0.12 - 0.23 ×
10
-3
と か な り 小 さ い ｡ こ の た め 外 膜 透 過 性 の 等 し い
菌 株 間 で は 常 に R G N823感 染 薗 の 方 が M I Cの 値 は 大
き く ､ 従 来 の 報 告 と 一 致 し て い る(170) (表24) ｡ し
か し ､ 外 膜 透 過 性 の 異 な る 菌 抹 間 で は ､ M ∫ Cの 値
は 必 ず し もVm a x/Km 値 と 対 応 し て い な か っ た ｡ セ フ
18･2
裁2i各便副如こおけるセ フ;ゾリ ンの ペ ,)7 ･ ラズ ム 拘束跡 暇 S 丘の舞鮒底と軒 別を
s ヒr ain s =I C(粥 /ml) si(pM) c(米l o
- 6
)
a)
vm a x/Km ( x･w -3)
CS 19 7 屯GN8 23
¥ A21 CI R GN 82 3
CS 19 7 RGNl ヰ
Y A21CI R GN 1ん
R Y201 R GN 82 3
CS IO 9屯G N8 23
YA 21 RG N8 2 3
k Y2 2 09 R GN8 ヱ3
KY2 2 01 RG t71 4
CSI O 9R GN14
Y^2 1 RG打1 4
KY2 2 09RG 日1 4
8 00
4 00
1 00
50
25
2 5
1 2. 5
6 . 3
3. 1
3. 1
2. i
1. 6
0. 06 21
0. 26 8
5 . 40
0 . 8 7 3
0 . 57 6
2 . 4 9
7 . 58
8.3 1
10. 7
23.4
36.6
,3 2. 0
2･叩
9.49
之アニ3】
之 . b1
3ん. 9
15 8
363
63 3
5 4. 9
154
2 78
310
1
1
0
0
3
3
2
3
0
0
0
0
9 8
7 7
232
1 47
0 0
05
1 0
36
2 11
1 92
1 17
1 99
a) ml/min/Jlg dry c ell
図67 Vm a x/KmとM I C値との 関係
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ァ ゾ リ ン は ､ 外 膜 ポ 7) ン チ ャ ン ネ ル を 主 経 路 と う る
薬 剤 で あ る た め ､ ポ リ ン 欠 失 株 C S1 O9 ､ Y A2
1 な ど の 外 膜 透 過 性 は 特 に 低 い . こ れ ら 菌 株 は 丘G N1
4 感 染 蘭 で も ､ R G N823 を感 染 さ せ た 野 性 味 (Y A2 1}
c slO9) よ り も 高 い M IC 値 を 示 し た ｡
こ れ ま で の 研 究 で 娃 ､ β - テ ク タ マ - ゼ 活 性 と 外
膜 透 過 性 の M Ⅰ C 債 へ の 影 響 は ､ そ れ ぞ れ 別 々 に 測
定 さ れ て い た ｡ β - テ ク ク マ - ゼ 藤 生 に よ り M I C
値 が 数 百 倍 に も 上 昇 す る の に 対 し ､ ポ T) ン 欠 失 な ぶ
の 外 膜 変 異 で は せ い ぜ い 10倍 程 度 の 上 昇 し か 見 ら れ
年 い こ と か ら ､ β - テ ク タ マ - ゼ に 比 べ β
- ラ ク タ
ム 割 に 対 す る 抵 抗 性 の 機 構 と し て ､ 外 簡 に お け る 透
過 障 壁 の 寄 与.は 低 く 見 積 も ら
れ て い た(174)o し か･し ､
著 者 の 得 た 結 果 は ､ ♂ - テ ク ク マ
ー ゼ 産 生 と 外 膜 障
害 が 同 時 に 生 じ た 場 合 に は ､ こ の 2 つ の 因 子 の 効 果
の 単 純 加 算 よ り も■高 い M I C僅 上 昇 が 見 ら れ る 相 乗
作 用 が 存 在 し て い る こ と を 示 し て い るこ 言 い･･･換 え る
と ､ 低 い レ べ )i/ で β - テ ク タ マ - ゼ を 産 生 す る 菌 株
に と っ て ､ 外 膜 変 異 は 高 度 耐 性 化 の 手 段 と な る こ と
を 示 し て い る と 言 え る ｡ 従 っ て ､ 外 膜 の 状 態 が 異 な
る 菌 抹 間 で は ､ Vm a x/Em は 抗 菌 力 の 指 標 と し て の 投
割 を 果 た す こ と が で き な い ｡
185
虹 盈過遡 旦 腰iFR
次 に ､ 外 膜 透 過.性 と M IC の 定 凝 的 関 係 を 幌 a
t
l
J
'
し
た ｡ 図68 はM I C植 を 外 膜 透 過 係 数 C の 実 測 値 に 対
し て プ ロ ッ ト し た も の で あ る ｡ β - テ ク ク マ - ゼ の
タ イ プ と 産 生 塞 が 等 し い 蘭 株 間 で は ､ 外 股 通 過 係 数
の 大 き い 菌 株 ほ ど M I Cの 植 は 小 さ く ､ 両 者 払 両 逆
数 プ ロ ッ ト は か な り 高 い 直 線 関 係 を 示 す ｡ そ a)相 関
係 数 は ､ 丘G N823感 染 蘭 の 場 合0.9 57l､ f; G N14 感 牡 蘭
の 場 合0.8 201で あ る ｡ し か し ､ 両 者 を 全 て 含 め た 場
合 は 相 関 係 数0. 7 95と 小 さ く な る ｡ 有 意 の 相 関 は あ
る が ､ こ の よ う に 2 つ の ブ ロ ッ ク に 明 ら か に 分 離 す
る 場 合 に は ､ 全 体 の 相 関 関 係 と し て 統 計 的 意 戟 は 低
い ｡ 更 に 一 別 唖 の β - テ ク ク マ - ゼ 産 生 蘭 株 を 噂 入
l
し た 場 合 は ､ 相 関 度 は ま す ま す 減 少 す る と 予 想 せ れ
る ｡
従 っ て ､ 外 膜 通 過 係 数 C が M ･ l C植 と 高 い 相 関 を
示 す の は ､ 同 一 の β - ラ ク ク マ - ゼ 活 性 を 持 つ 菌 株
間 ､ ま た は ー β - ラ ク ク マ - ゼ 非 産 吐 蘭 に 限 定 さ れ
る ｡ タ イ プ ま た は 藤 生 身 の 異 な る β - ラ ク ダ マ - ゼ
産 生 歯 間 で は 相 関 性 は 低 い ｡
Ⅴ - 1 - 4 定 常 状 態 に お け
漉 度 と 抗 菌 力 の 関 係
リ ブ ラ ズ ム 内当+監遡.
β - ラ ク ダ マ - ゼ 活 性 及 び 外 臓 透 過 性 の い ず れ も
1 86
灘 観 で は M ‡ C健 の 指 標 と な り 得 .な い こ と が 明 ら か
と な
.
っ た ｡ 次 に 与 え ら れ た 外 部 薬 剤 凍 度 に お い て ､
鑑 常 状 態 と な っ た と き の ペ 7] プ ラ ズ ム 内 薬 剤 渡 度 *S
i を 測 疋 し ､ M 王 C+値 と の 定 蚤 的 関 係 を 換 討 し た ｡
定 常 状 態 に お い て は ､ 外 膜 を 透 過 し て ペ リ プ ラ ズ ム
内 に 入 る 薬 剤 の 侵 入 速 度 と ､ ペ リ プ ラ ズ ム で の 薬 剤
加 水 分 解 速 度 が 等 し い と 考 え ら れ る ｡ 従 っ て ､ ♂ -
テ ク ク マ - ゼ 括 性 が 大 き い ほ ど S i の 値 は 小 さ く ､
外 僻 遠 過 性 が 商 い ほ ど S i の値 は 大 き く な る ｡ S i
の 植 は ､ 生 菌 体 に よ る β - ラ ク ダ ム 荊 加 水 分 解 速 度
を 測 定 す る こ と に よ り 容 易 に 実 測 で き る(47)｡ 図69
で は ､ 菌 体 外 セ フ ァ ゾ 1) ン 濃 度 が50p H の と き の S
i 植 に 対 し て ､ M I C値 を プ ロ ッ ト し た ｡ S i の 植
が 大 き い 菌 株 ほ ど M ∫ C 値 が 小 さ か っ た ｡ こ の 場 合
㍍ は β - ラ ク ダ マ - ゼ タ イ プ お よ び 外 膜 透 過 障 壁 の
程 度 に か か わ ら ず 全 て の ち 珊 定 植
‾
が - 直 繰 上 に 並 び ､
相 関 係 数0. 965 の 高 い 相 関 関 係 が 見 ら れ た ｡ こ の 結
果 は ､ ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 が 同 ⊥ な ら ば ､ 定 常 状 想
に お け る ペ リ プ ラ ズ ム 内 案 都 濃 度 が ､ M I C櫨 を 決
定 す る こ と を 示 し て い る ｡ ♂ - ラ ク ダ マ - ゼ 活 性 と
外 僻 遠 過 性 は ､ 両 者 の バ ラ ン ス が S i に影 響 す る こ
と に よ り ､ 間 接 的 に M ∫ C値 に 影 響 を 及 ぼ し て い る
と 言 え る ｡
定 常 状 盤 に お け る ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤▲濃 度 が 薬 剤
1
:8･7
の M I C健 ､ 逆 に 細 菌 側 か ら 見 れ ば 東 部 感 受 性 を 決
定 し て い る と す る 考 え を ｢薬 剤 感 受 性 の 定 常 状 態 モ
デ ル + と名 付 け た ｡ こ の モ デ ル を 用 い る と ､ 外 膜 透
過 性 や β - ラ ク ク マ - ゼ 活 性 と M i C健 の 関 係 を 数
量 的 に 解 析 で き ､ 実 測 値 と 比 較 す る こ と が 可 酪 に な
る ｡
Ⅴ - 1 - 5 薬 剤 感 受 性 と 定 常 状 態 モ デ ル
β - テ ク タ ム 前 の ぺ T) プラ ズ ム へ の 侵 入 速 度 と ペ
リ プ ラ ズ ム 何 の β - ラ ク ダ マ - ゼ に よ る 加 水 分 解 速
度 が 等 し い と き ､ ペ リ プ ラ ズ ム 内 棄 前 渡 度 の 時 間 変
化 が ほ と ん ど な い 定 常 状 態 と な る ｡ 試 験 管 内 で 増 殖
し て い な い 菌 を 対 象 に 謝 定 さ れ た 定 常 状 態 の ペ 7) プ
ラ ズ ム 内 薬 剤 濃 度 が ､ M I C健 と 高 い 相 関 を 持 つ こ
と は 前 節 で 述 べ た ｡ こ の 結 果 は 増 殖 状 態 の 細 菌 に ､
黄 荊 が 作 用 す る 場 合 に も ､ そ の ペ リ プ ラ ズ ム 内 案 荊
演.度 は 定 常 状 態 に あ り ､ ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 へ の β
- テ ク タ ム 荊 の 結 合 の 程 度 は ､ 定 常 状 態 の ぺ 7) プ ラ
ギ ふ 内 妻 荊 濃 度 に よ り 決 定 さ れ る こ と を 示 し て い る o
更 に ､ ペ ニ シ リ ン 結 合 賓 白 の 性 質 に 菱 異 の な い 菌 抹
間 で は ､ M I C健 は 互 い に 異 な. っ て も ､ そ の 増 殖 が
阻 止 さ れ る と き の ペ リ プ ラ ズ ム 内 妻 前 渡 度 は.等 し い
と 考 え ら れ る ｡
こ の 推 論 を 確 膚 す る た め ､ M I C佳 の 互 い に 異 な
18 8
る 3 菌 株 を 選 ん で ､ 外 部 の 薬 剤 磯 度 が M I C櫨 に 等
し い と き の セ フ ァ ゾ リ ン の ペ リ プ ラ ズ ム 内 埴 度 を 測
≠定 し た ( 表25) ｡ 鹿 も M 王 C 値 の 大 き い C S197E G N82
3 で は ､ 外 部 漉 度 が17 62p M (800 p g / m R) め
1
…と き ペ .) プラ ズ ム 内 漉 度 3.6iLM ､ 測 定 し た う ち で
【
ミ最 も M I C値 の 小 さ い E Y2 209R G N823で は ､ 外 部 が13
i 1
＋l p M ( 6･3 p g / m R) の と き ､
ペ T) プラ ズ丁ム は
2. 4JJ M で あ っ た ｡ 外 部 膿 度 に は127倍 の 開 き が あ
る が ､ ペ リ プ ラ
し か な い ｡ M I
ズ ム 内 漉 度 に は わ ず か に1.5 倍 の 澄
c 値 の 決 定 は 2 倍 系 列 希 釈 法 で 行 わ
蔓れ て い る か ら ､ そ の 値 に は 最 大 2 倍 (
一 段) 程 度の
r
竃娯 発 が 含 ま れ る ｡ そ の 誤 景 を 考 慮 す る と 両 者 の ペ
7)
l
;プ ラ ズ ム 内 洩 度 は 実 験 娯 発 の 範 囲 内 で は 等 し い と 結
始 で き る ｡
･
定 常 状 態 に お け る ぺ T) プ ラ ズ ム 内 薬 剤 溝 度 は ､ 外
;僻 遠 適 性 と β - ラ ク ク マ
- ゼ 活 性 が 分 か っ て い れ ば ､
実 測 に よ ら ず と も 式仏)を 用 い て 計 算 で 求 め る こ と が
･
で き る ｡ こ の 式 を 用 い ､ 本 章 で 使 用 し た 金 歯 株 に . つ
い て ､ 外 部 の セ フ ァ ゾ リ ン 凍 度 が M I C値 に 等 し い
l
と き の ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 凍 度 算 出 し た ( 表25
■
). ｡
l
結 果 は C S197R G N14 とE Y220 1R G N82 3を 例 外 と し七除 け
ぱ ､ M I C倍 は 5 00倍 の 範 囲 に 分 散 し て い る の に ､
そ の と き の ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 洩 度 は 最 大3. 4 倍 の
. 範 囲 内 に 収 ま っ て い た ｡
.1･;8 9
鼓2S 外部東邦･i8 正(So) をM 1 C他に して 湘定てた と巷の
外傾通過係数C､ VALaX/ 払､ ベ J) ブラズム内費剤洩度S i
cs1 9 7 RG 肘8 23 YA21CI RG 阻4 K Y22 0
9R G N8 23
MI C(1唱/m1)
so ( 9日 )
c く x l O
- 6
)
a)
vm a x/Km ( x 1 0
- 3
)
Si( ,uEl)
8 0 0 5 0
1 76 2 1 0Jl . 8
2 . 5 0 5. 0 3
1 . 2 5 0 . 1 1 1
3 . 5 8 4. 64
6. 3
13. 1
3 1 2
1 . 41
2 . 4 0
a)FTt1/minhJ名 dry c el l
茨26 各避箇株におけるセ フ T ･/ lJ ン のh4 I C伐と外部沌収が
M I C他で の ぺ 1) プ ラ ズム 肉薄封殺政S i
S ヒr ain s M工C(p 各/ml)
Si(p凹)
So･･50pM So #･ MI C
CS1 97 Re N 82 3
YA2 1 CI RG N 82 3
CS19 7R Gt114
YA2 1 CI R GN 1 4
KY 201 R GN 8 23
CS IO9 R G N8 23
YA21 R G N8 23
KY 22 0 9R CN8 23
KY 2 20 1 RG N1 4
CS 1 09 RG N1 4
YA 21 R G N1 4
K Y22 0 9 RG N1 4
8 00
4 00
1 00
50
之5
之5
1 2. 5
6 . 3
3 . 1
3 . 1
2 . 1
1 . 6
0 . 0 6 21
0 . 2 68
5.40
0 . 8 フ3
0 . 5 7 8
ヱ . 4 9
7 . 5 8
8 . 3 1
1 0. 7
2 3. 4
3 6. 6
32. 0
2. 21
4. 79
25. 39
1. 94
0. 63 5
2.7 ん
4. 1 2
2.2 0
i . 42
3. 06
3 . 27
2 . 1 5
表27 セファ ロ ス ポ ･) ン瀬のMI C洩度で の叶裳された ペ
IJブラズ ム 内案荊洩皮S i
a n ti bio tic s 削 C (p=)
a)
Km
b) vma x
c) cd) calc ula ted Si(p=)
Cefa 乙01in
Cephalo th in
Cefope r a z o Tl e
2 7. 5 273 0 . 287 1 7. 7 3 .5 5
5 9. 9 4 97 ' 0 . 92 7 2. 1 0. 65
1 8. 7 76 0 . 7 3 2 .4 0. 05
pH
p巾Ol /打iれ
×1『
5
/ pg dry cE111
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c s197宜G N14 の 外 部 東 邦 濃 度 が 如 I C債 に 等 し い と
き の ､ ペ リ プ ラ ズ ム 内 セ フ ァ ゾ リ ン 濃 度 は ､ 他 の 菌
株 の も の よ り か な り 高 く 算 出 さ れ た ｡ 表2 4に 示 す 通
り ､ C S197艮G N14の セ フ ァ ゾ 7) ン 外 涙 道 過 速 度 は27･3
× 1g
6
で あ る が ､ 同 じ 外 膜 を 持 つ は ず の C S197RG N82
3 の 外 膜 透 過 速 度 は (2. 4 6･× 16
6
) と か な り 小 さ い
値 で あ る ｡ C S197 と同 様 の ポ 7) ン 欠 失 株 で あ る Y 且21
clの セ フ ァ ゾ 7) ン 外 僻 遠 通 達 度 は ､ C S197宜G N82 と
3 近 い 健 な の で ､ C S197R G N14の 外 膜 透 過 速 度 は お そ
ら く 実 験 誤 真 の た め 過 大 に 見 積 も ら れ す ぎ て い る の
で あ ろ う ｡ こ の た め に ､ 算tBさ れ た S i値 も 過 大 に
な っ た も の と 考 え ら れ る ｡ ･ 逆 に ､ EY2201R G N823の 場
合 は ､ 高 い 酵 素 活 性 と 比 較 的 低 い 外 涙 道 過 速 度 の 組
合 せ か ら ､ お そ ら く 透 過 性 が 低 く 見 積 も ら れ す ぎ て
ぉ り (X Y2201R G N14 の 54.9 × 10
1 6
に 対 し ､ E Y22 01E G
N8 23で は34.9 × 16
6
) ､ こ の た め S i 倦 も 過 小 に 評
価 さ れ て い る の で あ ろ う ｡ 以･･上 崎 条 件 を 考 慮 す る と ､
外 部 薬 剤 濃 度 が M I C値 に 等 し い と き は ､ 定 常 状 態
に お け る ペ リ プ ラ ズ ム 内 妻 新 港 度 は ､ す べ て の 蘭 株
に お い て ほ ぼ 等 し い と 結 論 で き る ｡
S i = (PA･ So - PA･Km - Vm a x＋ ( -p A･ So ＋ PA･Kn ＋ Vm ai
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＋ 4 (?A) Km ＋ Soi/2･PA
･
･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ -･ ･ ･ ･ . ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･
-(A)
Ⅴ - 1 - 6 ペ ニ シ 7) ン 結 合 繋
プ ラ ズ ム 内 政 死 薬 剤 漣 度
へ の 吐 と ペ リ
外 部 濃 度 が M I C健 に 等 し い と き ､ 淀 滞 状 態 号 デ
ル か ら 算 出 さ れ る ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 繊 度 を ､ ペ リ
プ ラ ズ ム 内 致 死 凍 度 S i (M I C) と 呼 ぶ こ と に す
る ｡ S i (M ∫ C) は β - ラ ク ダ ム 剤 の 標 的 で あ る
ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 と の 親 和 性 を 反 映 し て い る も の
と 考 え ら る ｡
そ こ で ､ セ フ ァ ゾ リ ン ､ セ フ ァ ロ チ ン ､ セ フ オ_ ペ
＼
ラ ゾ ン の 3 種 類 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 を 選 び ､ 各 章
荊 の S i (M I C) と ､ P B P へ の 結 合 親 和 性 を 比
較 し て み た ｡ 表28.に ､ Cu rtis ら(1%)が 報 告 し て い る
大 腸 菌 7 種 の P B P- の 結 合
.
親 和 性 を 示 し た ｡
S i (M I C) は ､ セ フ ァ ゾ リ ン > セ フ ァ ロ チ ン
> セ フ ォ ベ ラ ゾ ン の 頓 に 一 桁 ず つ 小 さ い 植 を 示 し た ｡
一 方 ､ P B P に関 し て は 1 ′ + 般 に ､ I a ､ ∫ b ､ 2 ､
3 が 抗 菌 作 用 に 関 係 し て い る(175)(176)｡ こ の 内 ､ P
B P3 に 対 す る に 各 薬 剤 の 親 和 性 が S i (M I C)
と 高 い 相 関 性 を 示 し た ｡ P B P 3 に 対 す る ､ [/t c -
P C G結 合 の 50 % 阻害 繊 度 (Ⅰ 50: p g / m R) と
S i (M I C) (〟 g / m β) を比 較 す る と ､ セ フ
ァ ゾ リ ン が 前 者5.8 に 対 し て 後 者1.8 ､ セ フ
■
ァ ロ チ
ン か1.0 に 対 し0. 3 ､ セ フ ォ ベ ラ ゾ ン が0. 0 5に 対 し
0･0 2で あ っ た ｡ い ず れ も ､ s i (M I C) は150の
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約 1/3 の 値 で あ っ た ｡
こ れ に 対 しIa で は ､ せ フ ォ ベ ラ ゾ ン の 親 和 性 は む
し ろ 最 も 溶 く ､ 低 い S i (M I C) の 値 と 対 応 し て
い な か っ た ｡ I bと 2 で は ､ セ ア オ ベ ラ ゾ ン が 一 番 親
和 性 が 商 い 点 は S i (” ∫ C) と 一 致 し て い る が ､
;セ フ ァ ゾ リ ン と セ フ ァ ロ チ ン に 対 す る 親 和 性 は S i
(M 1 C) と は 逆 蛸 で あ っ た ｡
以 上 の 結 果 か ら は ､ こ の 3 剤 に 関 す る 限 り ､ P B
≦P 3 へ の 結 合 が 抗 菌 力 と 直 接 関 係 し て い る も の と 考
l
こ え ら れ る ｡ セ フ ぞ ベ ラ ゾ ン に 関 し て は ､ P BP 3 に
1? 対 する 親 和 性 が 最 も 高 く ､ 主 た る 標 的 が P B P3 に
1
l
ら
…な る こ と は 予 想 で き る ｡ し か し ､ セ フ ァ ゾ リ ン お よ
【
壬び セ フ ァ ロ チ ン に つ い て は ､ I a に 対 す る 親 和 性 が
l
∫
i最 も 高 く ､ P B P3一 が 阻 害 さ れ る 漉 度 で は 当 然 I a
≡
∫
…は 既 に 阻 害 さ れ て し ま っ て い る と 思 わ れ る ｡ に も か
r
】
.
;か わ ら ず ､ 抗 菌 力 が P B P3 へ の 作 用 に 基 づ い て い
≡ る の は ､ お そ ら く ､ ∫ b へ の 親 和 性 の 低 さ に よ る も
fで あ ろ う ｡ す な わ ち ､ I a 活 性 が 阻 審 さ れ て も ､ 王
i
b 活 性 が そ れ を 補 え る も の と 考 え ら れ る(175)｡
ペ リ プ ラ ズ ム 内 致 死 漉 度 と い う 概 念 の 提 出 は ､ in
l
l
vi tr o で の P B P結 合 活 性 測 定 と 比 較 す る と き ､ 生
菌 体 内 で の 薬 剤 と P B Pの 相 互 作 用 に 関 し て 更 に 興
味 あ る 知 見 を 導 き 吐rす も の と 期 待 さ れ る ｡
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汲28大畑蘭ペ ニ シリ ン結合茸白の 阻音at 旋
工5 0 b inding c o n c tl.(y妄/m1) fo r pr o t ein
b
a nti bio tic s
Ia lb 2 3 ん 5
Cefa 2;01 in
Cephalo thin
Cefope r a z o n e
< o . 2 5 4. 7 4 . 8 5. 8 38 >2 5 0 > 2 5 0
< o . 2 5 1 6 37 1 6 0 1 2 5 1 3 0
o . 5 1. 5 0･ 9 0. 0 5 >5 0 >5 0 >5 0
a) T he s eda 亡a ar e f r o m r ef r a n c e
ら) 1`c - ペ ニ シリ ン G の結合を50% 阻害する洩皮
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⊂S str ain s
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し
膜 透 過障聾とβ吐 生
ク タ マ - ゼ 活 性 の 相 乗 効 果
‾
フ
β - ラ ク ダ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 お よ び 菌 の β - テ ク
ク マ - ゼ 活 性 は ､ 両 者 の 均 衡 に よ っ て ペ リ プ ラ ズ ム
内 の 薬 剤 漉 度 を 決 定 す る こ と を 通 じ て ､ 菌 の 薬 剤 感
受 性 レ ベ ル を 決 定 し て い る こ と が 前 項 ま で の 実 験 及
び 理 論 的 考 察 か ら 明 ら か に な っ た ｡
本 項 で は ､ 外 膜 透 過 性 とVm ax /Em の 変 動 に よ っ て
M I C櫨 が ど の よ う に 変 化 す る か ､ 定 量 的 に 検 討 し
た ｡ 既 に 明 ら か に し た よ う に ､ 外 膜 に 善 果 の な い 菌
株 間 で は ､ M I C値 は 産 生 す る β - テ ク ク マ - ゼ の
Ⅴ朋 a X/Em に 正 比 例 し た ( 図70) ｡ 外 膜 変 異 し た 菌 株
間 で は ､ M I C に対 す る Vm a x/Kn の 相 関 歯 線 の 傾 き
が 異 な っ て お り ､ 外 膜 透 過 性 の 低 い 菌 株 ほ どVtna x/
gm 健 の 上 昇 に 伴 う M I C健 の 上 昇 は 高 か っ た ｡
一 方 ､ M Ⅰ C値 と 外 膜 透 過 速 度 と の 間 に は ､ 双 曲
線 的 な 関 係 が あ っ た ( 図7 0)_ ｡
以 上 の 関 係 は ､ 次 の よ う な 実 験 式 に ま と め る こ と
が で き る ｡
so く仁
Vm ax/ Km
C
一 ･ - - - - - ･ - - - ･(”
こ の 式 披 ､ Vm a x/Em と 外 膜 透 過 障 壁 ( 透 過 性の
逆数 ､ 1 / C) と の M I C僅 に 対 す る 相 乗 効 果 を 示
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し て い る ｡ す な わ ち ､ 高 い 外 脱 退 過 性 (1 / C が ij＼
) を 持 つ 野 性 株 よ り も ､ 低 い 外 順 透 過 性 (1 / (ニが
大) を 持 つ ポ 1) ン 欠 失 変 異 株 の 方 が ､ β - ラ ク ダ マ
- ゼ の 産 生 豊 の わ ず か な 増 加 に よ っ て も ､ M 王 C 旭
が 大 き く 上 昇 す る こ と を 示 し て い る ｡
定 常 状 態 に お け る ペ 7) プ ラ ズ ム 内 素 剤 繊 度 は ､ F
i c k の 第 1 法 則 に よ り 記 述 さ れ る 外 膜 通 過 速 度 と ､
M icha el is - F)erlte nに よ る ペ 7) プラ ズ ム 内 で ()醐 索 庶
応 速 度 が 等 し い こ と か ら ､
(vm a x･si)I(Km ＋ 5i)〒C･(5o - Si)･ - - - - ･･ ･ ･ - - ･ ･ .(2)
上 記 の 関 係 式(2)に よ り 決 定 .さ れ る ｡ こ れ を S o に
関 し て 解 く 以 下 の よ う な 式 に 変 形 で き る ｡
So 二
Vm ax ･ Si
(Km ◆ Si)･C
･ Si ･ ･ - ･ ･ . ･ ･ ･ ･ ･･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ -･ ･ ･ - - ･ ･ ･ ･ ･ ･､･ - - ･ ･(3)
S o が M I C値 に 等 し い と き S i は ペ リ プ ラ ズ ム
内 致 死 薬 剤 濃 度 で あ る ｡ こ の S i 値 は P a Pの 性 栄
に 変 異 が 無 い 限 り ､ 菌 株 が 異 な っ て も - 定 で あ る ｡
セ フ ァ ゾ リ ン の 場 合 ､ 表28に 示 し た 実 測 値 か ら は ､
S i - 3. 5 ±1.0 /′M ､ 計 算 結 果 か ら は2.-8 ±2.0
p H と求 め ら Yt る ｡ 艮G N823 およ びR GN1 4 の 藤 生 す る
♂ - テ ク タ マ - ゼ の セ フ ァ ゾ 7) ン に 対 す るHm 植 は ､
共 に 23 7p H なの で ､
I
K m > > S i
196
すの 関 係 が 成 り 立 つ ｡ こ の 場 合(3)式 は ､
So s Vm 盈X
a>S旨
粍m ふ C
令 S盲 - - - - - - - - - - . ･ - ｡ - - - - -堀端∂
と 変 形 が で き る ｡
(4) 式 は ､. 実 験 式 仙 と そ の 形 は 全 く 一 致 し て い る ｡
S i - 3.5〝 M とし た 場 合 の S o (M I C値 に 相 当
す る) 対 す る Vm ax/Km の グ ラ フ を ､ C S 1 O 9及 び
′
C S1 9 7に 関 し て (3)式 か ら 求 め て プ ロ ッ ト し た (
図71) ｡ ま た ､ S o v s . C の グ ラ フ も プ ロ ッ ト し
た ( 図72) ｡ 得 ら れ た グ ラ フ は ､ 実 験 結 果 と よ く 一
致 し て お り ､ 薬 痢 感 受 性 の 定 常 状 態 モ デ ル に よ っ て ､
M I C値 と 外 膜 透 過 性 及 びVm a x/ Km の 定 登 的 な 関 係
を 記 述 で き る こ と を 示 し て い る ｡
β - ラ ク ク マ - ゼ に 対 す る ∬m 値 の 小 さ い 薬 剤 に お
い て は ､
K m < < S i
の も と で
s｡ = 迦 . si . . . . . . ･ . ･ … … ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - - ･ ･ -- ･ ･ ･ ･ - ･ ･ - ･ ･ ･(5)
C
と な り
的 効 果
が 変 化
こ の 場 合 もVm ax/gm と 外 膜 透 過 障 壁 の 相 乗
は 変 わ ら な い ｡ P B P
■
の 薬 剤 に 対 す る 親 和 性
し た 場 合 は ､ S i 値 が 変 化 す る ｡ こ の 場 合 ､
K m > > S i の 範 囲 で の 変 化 な ら ば ､ M ∫ C 佳 に 対
i し て 相 乗 的 に 効 く 成 分 (Vma x /Em) ･ S i/ C と相 加
汀9 ア
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的 な 成 分 (S i) の 両 方 が あ る ( 図73) ｡ 王〈 m < <
S i とな っ た 場 合 に は 相 乗 効 果 は 消 え ､ 相 加 的 な 成
分 の み と な る (図74) ｡ ペ ニ シ リ j. - ゼ ( 一 般 に セ
フ ァ ロ ス ポ 7) ン 剤 に 対 す る K m は 大 き い ) を 産 生 す
る プ ラ ス ミ ド を 保 有 し た グ ラ ム 陰 性 蘭 で ､ P B P親
和 性 の 低 下 が 起 き た 場 合 ､ 薬 剤 抵 抗 性 の 上 昇 が 大 き
い と 考 え ら れ る ｡
外 股 透 過 障 壁 と β - ラ ク ク マ - ゼ 暗 性 の 相 乗 効 果
は ､ 大 腸 菌 よ り も 外 膜 透 過 性 の 番 い S. m ar c es c en s
や 緑 膿 菌 の β - ラ ク タ ム 剤 に 対 す る 薬 剤 耐 性 に 朗 著
に 現 れ る と 考 え ら れ る ｡ こ れ ら の 菌 種 は 野 性 株 で も
低 レ ベ ル の β - ラ タ ク マ ー ゼ 産 生 能 を 持 つ (32)｡ 外
膜 透 過 障 壁 の 高 い こ れ ら 蘭 梗 で ､ 微 弱 な β - ラ ク ダ
マ - ゼ 活 性 が 予 期 以 上 の 高 い 耐 性 値 を も た ら す ｡ 従
来 ､ こ れ ら 薗 種 の 自 然 抵 抗 性 を β - ラ ク ク マ - ゼ 活
性 あ る い は 外 膜 通 過 障 壁 そ れ ぞ れ 単 独 で 鋭 明 し よ う
と す る 試 み が 為 さ れ た が ､ 十 分 に 説 明 で き な か っ た
が ､ 両 者 の 相 乗 効 果 に よ り 説 明 が 可 熊 と な る ｡
Ⅴ - 1 - 8且 = + ニ ニ 臥 _ _ ど+せ _ 乙旦 _星 A +吐乳艶盈塵+ LL旦+虹互選
旦_壁_ 軸 工
前 節 ま で に 述 べ て き た 薬 剤 感 受 性 の 定 常瀬 態 モ デ
ル は 2 つ の 仮 定 の も と に 成 り 立 っ て い る ｡ 鱒 1 は ､
定 常 状 態 が き わ め て 短 時 間 に 達 成 さ れ る ｡ 第 2 は 蘭
12 0 0
の 増 殖 速 度 が 定 常 状 態 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ な い ｡
本 項 で は ､ こ の 2 仮 定 の 妥 当 性 に つ い て 検 討 し た ｡
薗 の 増 殖 時 間 を 考 慮
過 度 S iの 時 間 変 化
方 法 金 牌) ｡ こ の (6)
し た 場 合 ､ ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤
は(6)式 で 表 さ
式 を 用 い て ､
れ る ( 第Ⅰ 材 料 と
丘u nge - #ut ta - G i l l
法 ( 鱒∬ 資 材 料 と 方 法) に よ り ､ ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬
荊 繊 度 S i の
豊 の 初 期 値 を
o lc㌔/ 〃 g (8
を20分 と し て
度 S i の 時 間
時 間 変 化 を シ ェ ミ レ - 卜 し た ｡ 菌 体 塵
8 〟 g ､ ペ リ プ ラ ズ ム 何 体 構 を0.0 000
3)､
セ フ
変 化
外 部 休 項 は 熊 限 大 ､ 菌 の 世 代 時 間
ァ ゾ リ ン の ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 凍
を 甜 ペ た ( 図7 5) ｡ こ の 条 件 下 で
モは ､ 0.1 秒 以 下 と き わ め て 短 時 間 に 定 常 状 態 が 達 成
1さ れ て い る こ と が わ か っ た ｡ 菌 の 世 代 時 間 を 種 々 変
化 さ せ て ､ ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 濃 度 S iの 変 化 を 網
ペ た と こ ろ ､ 2 0分 は す で に 静 菌 状 態 の 植 に 近 く ､ 菌
の 増 殖 速 度 が S i 植 に 影 響 す る た め に は ､ 2 × 1 0
‾ 3 分 ぐ ら い の 現 実 的 に は 有 り 得 な い よ う な き わ め て
短 い 世 代 時 間 が 必 要 で あ る こ.と が わ か る ｡
次 に ､ 定 常 状 態 が 起 こ り 難 い 条 件 と し て ､ β - ラ
l
ク ク マ - ゼ が 産 生 (V 孤 a x - 0) さ れ ず ､ 且 つ 外
】
‡
膜 透 過 速 度` が 遅 い 条 件 で ペ リ プ ラ ズ ム 内 薬 剤 濃 度 S
育i の 変 化 を 綱 ペ た ( 図76) ｡ こ の よ う な き わ予て 審
モい 条 件 下 で も ､ 1 2砂 以 下 で 定 常 状 態 が 達 成 さ れ る こ
と が わ か る ｡ こ の と き の ペ リ プ ラ ズ ふ 内 案 剤 漉 皮 S
2 01,
i 壮 外 部 濃 度 に 等 し い ｡ こ の よ う な 条 件 で も 菌 の 増
殖 速 度 は ､ ぺ 7) プ ラ ズ ム 内 薬 剤 濃 度 S i に 対 し て ほ
と ん ど 影 響 を 与 え な か っ た ( 図77) ｡
こ.の 考 察 か ら 導 入 さ れ る 鎗 論 は ､ β
- ラ ク タ ム 荊
を 全 く 産 生 し な い 場 合 は ､ 外 膜 に い か な る 変 異 か 生
じ て も M ∫ C値 は 変 化 し な い と い う こ と で あ る ｡ し
か し ､ 実 際 に は ､ β - テ ク ク マ - ゼ 産 生 プ ラ ス ミ ド
を 持 た な い 大 腸 菌 の 外 膜 ポ リ ン 苦 白 が 欠 失 す る と ､
中 程 度 の 耐 性 化 が 見 ら れ て い る ( 表 ､ Ⅳ 章 2 節) ｡
こ れ ま で は ､ そ の 耐 性 化 を 外 膜 透 過 性 低 下 と の 関 連
で し か 論 じ な か っ た け れ ど も ､ 本 章 の 精 密 な 議 論 に
照 ら し て 考 え れ ぱ ､ 外 膜 ポ リ ン 欠 失 株 の 耐 性 上 昇 に
は ､ 染 色 捧 性 の 低 レ ベ ル β - ラ ク ク マ - ゼ 活 性 (A
m p C) が 寄 与 し て い る と 考 え ざ る 得 な い ｡
今 後 ､ ♂ - ラ ク 夕 マ - ゼ に 分 解 を 受 け に く い 菓 前
の 実 用 化 に 伴 い ､ こ の よ う な 低 レ ベ ル β - テ ク ク マ
- ゼ 活 性 と 低 い 外 膜 透 過 性 の 組 み 合 わ せ に よ る 新 た
な 耐 性 の 由 頚 が 問 題 と な る 日 が 来 る も の と 思 わ れ る ｡
d S i
一
首r
盲ipAo(So - Si)- Vm a xS i/(Km .Si)i/v. - 一 等2 - ･ ･ - ･ - ･ ･ ･ ･ -16)
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第 2 節 外 膜 変 異 株 を 利 潤 し た β - ラ ク ダ ム 剤 外 膜
通 過 性 評 価 と そ の 問 題 点
Ⅴ - 2 - 1 序
近 年 ､ β - ラ ク ダ ム 剤 の 抗 菌 範 囲 が 拡 大 さ れ る に
っ れ ､ ♂ - ラ ク ダ ム 剤 の 抗 菌 力 発 現 に お け る 外 股 透
過 性 の 重 要 性 が よ り 強 く 菰 織 さ れ る よ う に な
■
っ た ｡
し か し ､ ♂ - ラ ク ダ ふ 荊 の 外 僻 遠 過 性 を 直 接 的 に
測 定 し た 研 究 は き わ め て 少 な く ､ 多 く は 外 膜 変 異 株
の 薬 剤 感 受 性 変 化 に 基 づ く ､ 当 核 薬 剤 の 外 膜 透 過 性
の 推 測 で あ る(177)(178)(179)｡
本 節 で は ､ 外 膜 変 異 株 の 薬 剤 感 受 性 変 化 に 基 づ く
外 股 透 過 性 評 価 の 有 用 性 と 問 題 点 に つ い て ､ 実 測 し
た M I C を も と に Ia章 の 外 膜 透 過 性 実 測 値 と 比 較 し
!つ つ 考 察 し た ｡
i
出 立
叡 山 監
外 膜 透 過 性 を 実 測 で き る ( 弟Ⅲ 章) ♂ - ラ ク ダ ム
剤 の ポ リ ン 欠 失 株 に 対 す る M It 催 を 測 定 し ､ 野 性
株 と 比 較 し た ( 表31) ｡ ポ T) ン 欠 先 に よ り ､ K I T
- 1 8 0 以外 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の M I C値 は 大
き く 上 昇 し た ｡ 一 方 ､ ペ ニ シ リ ン 荊 で は M I C値 の
】
変 化 が な い か ､ あ っ て も 2 倍 程 度 の 上 昇 で あ る ｡ こ
205
の よ う な セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 と ペ ニ シ リ ン 荊 の 相 違
は ､ 第 Ⅲ 章 で 得 ら れ た 結 果 と 一 致 す る も の で あ る ｡
し か し ､ 外 膜 透 過 性 の 測 定 結 果 と
一 部 相 違 が あ る ｡
例 え ば ､ 外 膜 透 過 性 の 実 測 か ら ポ リ ン 孔 透 過 性 が 良
い こ と が わ か っ て い る セ フ ァ ロ リ ジ ン や セ フ テ ゾ
-
ル と 同 様 に ､ ポ リ ン 透 過 性 が 番 い セ フ ァ ロ テ ン や セ
ア オ ベ ラ ゾ ン の M I C 棲 も 大 き く 上 昇 し て い る ｡ ポ
リ ン 欠 朱 株 に よ る M I C倦 の 変 化 が 大 き い も の は ､
ポ リ ン 孔 透 過 性 が 良 い と い う 前 提 に 立 て ぱ ､ セ フ ア
･ ロ チ ン や セ フ オ ? ラ ゾ ン も M I C値 測 定 か ら は ､ ポ
リ ン 孔 を 良 く 透 過 で き る こ と に な る ｡ お そ ら く ､ セ
フ ァ ロ チ ン や セ フ ォ ベ ラ ゾ ン が と り わ け 野 性 株 β
-
テ ク ク マ - ･ ゼ に 分 解 を 受 け や す い た め ( ペ リ プ ラ ズ
ム 内 の よ う な 低 薬 剤 濃 度 で は) ､ 小 さ な 透 過 性 の 変
化 に よ っ て も 相 乗 静 異 に よ り ､ M I Cへ の 影 響 が 大
き く で き る た め と 思 わ れ る ｡
こ の よ う な 相 違 が な ぜ 起 こ る か と い え ば ､ こ れ ら
菌 抹 は 蕨 密 に は A m p C 由 来 の セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ
-
ゼ を 敏 量 に 産 生 し て い て ､ 価 々 の 薬 剤 の 分 解 速 度 が
異 な る た め で あ ろ う ｡ 逆与羊 い え ば ､ ♂ - ラ ク ク マ
-
ゼ が 全 く な け れ ば ､ 外 膜 透 過 性 の 変 化 は 薬 剤 感 受 性
に 反 映 さ れ な い は ず で あ る ( 前節) ｡
外 膜 透 過 嘩壁 の 減 少 し たde ep r o ugh株 の M I C値
を 測 定 し た ( 図79) ｡ こ の 場 合 は ､ 招 ね 外 膜 透 過 性
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英 樹 値 の 結 果 と 一 致 し た 結 果 が 得 ら れ た ｡ 即 ち ､ 疎
水 度 の 商 い 薬 剤 は ど 外 膜 透 過 障 審 を う
■
け て い る と い
う こ と で あ る ｡ し か し ､ 親 水 度 の 商 い 薬 剤 や 正 の 奄
荷 を 持 つ 薬 剤 な ど の よ う な ポ リ ン 孔 透 過 性 が 良 い と
思 わ れ る 薬 剤 で は ､ de ep r o ugh株 で 逆 に M I C 倍 が
上 昇 し た ｡ こ れ は ､ 外 膜 透 過 障 壁 が 増 大 し た と い う
よ り も ､ de ep ro ugh株 で は 効 率 の 良 い ポ リ ン で あ る
0 m p F 蛋 白 の 比 率 が 低 下 し て い る た め で あ る と 考
え る 方 が 妥 当 で あ る ｡
旦 二 出 藍
剤 の M i Cと 外 膜 透 過 性
β - ラ ク ク マ - ゼ に 分 解 さ れ に く い 新 規 β - ラ ク
タ ム 剤 の 場 合 は ､ β - テ ク ク マ - ゼ 杏 用 い た 外 股 透
過 性 の 実 測 は 困 難 で あ る ｡ こ の よ う な 薬 剤 の 場 合 に
は ､ 外 膜 変 異 株 の M Ⅰ Cを 測 定 し て 外 膜 透 過 性 を 評
価 す る こ と が 一 般 的 に 行 わ れ て い る(177)(1紛)(181)｡
本 項 で は ､ そ れ ら の 薬 剤 の M I C値 を 実 測 し ､ 薬 剤
分 子 の 物 理 化 学 的 性 質 か ら 予 放 さ れ る 透 過 性 と 一 致
す る か ど う か 考 察 し た ｡
M I C 植 の 変 化 の 大 き さ か ら 判 断 す る と ､ 測 正 し
た 薬 剤 の 申 で は セ フ ォ チ タ ン の ポ リ ン 孔 透 過 性 が も
っ と も 良 く ､ C P C- 0 4 3､ C P C - 0 3 3､ C
P C - 0 23 ､ セ フ タ タ ジ ム ､ セ ブ ス ロ ジ ン の ポ リ
ー
･
･2 08
玉33 de ep r o ugh捷のe - ラクタム 対怒受性
MI C(u唱/mL)
AT 払 C MZ LM OX CFS CP Z H且7 5 も A C1 37 0 M T14 1
Sヒr Bin s
Y A2 1 0 . 0 25 0. 8 0. 05 25 0. 5 0. 01 2 5 1. 6 0 . 8
Y A2 1- 6 0 . 0 5 (). 8 0. 4 5 0 0. 5 0. 02 5 6, 3 0 . 8
A T‥.
I Aa t r e o n a m, CM Z;Cefm eヒa ヱ01e I L 凹0 Ⅹ;L&ヒa m o x ef l C FS;Cefs ulod in 色I C PZ;Cefcpe r a z q n e
劫 β - ラク タム 苅の逆相T LCR(価
anti biotic s TL C- Rf valu e
CTZ o.8O
C EZ o .71
GET o . 47
CPZ o , 3 9
K工T o .o9 3
0 23 o , 3 ん
0 33 o . o19
04 3 o .oI
C EX o .58
AC- 13 7 0 o . 72
C FS o. 91
LMO X o . 92
MT- 1的 o . 9 1
CT T o .9 3
C M Z o . 75
C F X o. 70
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ン 透 過 性 が 悪 い と い う こ と に な る ( 表80､ 裁81) ｡
セ ア オ テ タ ン
■
は き わ め て 親 水 度 が 高 い の で ､ ポ リ ン
透 過 性 が 良 い と 考 え ら れ ､ M I C他 の 結 鼎 は こ れ を
支 持 し て い る ｡ セ フ ォ キ シ チ ン ､ セ フ メ タ ゾ - ル ､
l
ラ ダ モ キ セ フ ､ H 氏 - 7 56 ､ ^ CI 3 7 0､ M T
- 1 41 な ど も 親 水 度 は 商 い の で ､ ポ リ ン 欠 先 に る
M I C値 の 上 昇 が 大 き い こ と は 妥 当 で あ る ｡ し か し ､
き わ め て 親 水 度 が 高 く(柑2)､ 且 つ 分 子 内 に 正 の 確 荷
を 持 ち ポ リ ン 通 過 牲 が 良 い と 考 え ら れ る セ プ タ タ ジ
ム の M I C値 は ､ 2 倍 し か 上 昇 し て い な い ｡
β - ラ ク ダ マ - ゼ 抵 抗 性 β - ラ ク タ ム 剤 の 外 股 通
過 性 の 変 化 が M I C値 の 変 化 と し て 観 察 で き た と い
う こ と は ､
､
ゎ ず か で は あ る け れ ど も こ れ ら β - テ ク
タ ム 剤 は 酵 素 分 解 を 受 け る こ と を 示 し て い る ｡ こ れ
ら 新 規 β - テ ク タ ム 剤 の V m a 又 は 小 さ い が K Il 値
が 極 め て 小 さ い ( 親 和 性が 大) ｡ そ の た め ､ ペ リ ブ
ラ ズ ム 内 の よ う な 薬 剤 漉 度 の 低 い 状 態 で は ､ 従 来 の
薬 剤 に 比 べ て も 大 き な 澄 の な い 速 度 で 分解 を 受 け る
の で あ ろ う ｡
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♂●
輿 3 節 要 約 お よ び 考 察
本 章 で は ､ ♂ - ラ ク タ ム 剤 の 外 股 透 過 性 と 抗 菌 力
と の 関 係 に つ い て 実 験 的 お よ び 理 論 的 な 検 討 肴 行 っ
た ｡
外 膜 透 過 性 お よ び β - テ ク ク マ - ゼ 活 性 の 異 な る
す べ て の 薗 株 で ､ M ∫ C値 は ､ 定 常 状 態 で の ペ リ プ
ラ ズ ム 内 薬 剤 磯 度 と 相 関 し て い る こ と が 示 さ れ た ｡
ま た ､ 外 部 薬 剤 過 度 が M I C値 に 等 し い と き の ペ リ
プ ラ ズ ム 内 薬 剤 繊 度 は M I C倦 が 異 な る 菌 株 間 で も
一 定 で あ っ た ｡ こ の ぺ 7) プ ラ ズ ふ 内 致 死 薬 剤 濃 度 は ,
セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 剤 の 場 合 ､ P B P 3 へ の 親 和 性 を
反 映 し て い た ｡
I
こ の 知 見 に 基 づ き ､ 薬 剤 感 受 性 の 定 常 状 態 モ デ ル
を 提 出 し た ｡ こ の モ デ ル で は ､ 外 膜 透 過 性 と β - ラ
ク ク マ - ゼ 満 性 の バ ラ ン ス が 薬 剤 の ペ リ プ ラ ズ ム 内
洩 皮 を 定 常 状 態 に 保 ち ､ そ の レ ベ ル が 感 受 性 を 決 定
し て い る ｡ こ の 号 デ ル に よ り ､ 外 膜 透 過 性 と β - ラ
ク ダ マ - ゼ 活 性 の M I Cへ の 寄 与 を 数 畳 化 し て 取 り
扱 う こ と が 可 能 と な i た ｡ そ の 結 果 ､ ♂ - テ ク ク マ
- ゼ と 外 膜 透 過 性 の 効 果 は 相 乗 的 に 飽 い て い る こ と
が わ か っ た ｡ 一 方 ､ ♂ - ラ }} ク マ - ゼ 産 生 が 全 く な
い と き は ､ 外 僻 遠 適 性 の 変 化 放 棄 剤 感 受 性 に 影 響 し
な い ｡
β - ラ
.
ク タ ム 剤 の 抗 菌 力 を 決 定 す る も う ひ と つ の
211
因 子 と し て ペ ニ シ リ ン 結 合 蒼 白 の 親 和 性 が あ る が ､
こ の 効 果 は β - ラ タ ク マ - ゼ に 対 す る 親 和 性 (K m
檀) の 達し､ に よ っ て 異 な っ て い る こ と が 理毒島約 に 推
定 で き た ｡ 即 ち ､ ペ ニ シ リ ン 結 合 賓 自 を 阻 害 す る の
に 必 要 な ペ T) プ ラ ズ ム 内 案 荊 濃 度 S i が ､ ” m 債 よ
り も 大 き い と き に は 相 加 的 効 果 し か な い が ､ K m 値
よ り 小 さ い 場 合 に は 相 加 約 数 呆 に 相 乗 的 効 果 も 加 わ
る こ と が 推 定 さ れ た ｡
以 上 の よ う に ､ 外 膜 透 過 障 害 と β - テ ク タ マ - ゼ
産 生 あ る い は ペ ニ シ リ ン 結 合 賓 自 の 親 和 性 の 低 下 と
♂ - テ ク ク マ - ゼ 産 生 が 相 乗 す る こ と に よ り ､ 細 菌
は 大 き な β - ラ ク ダ ム 剤 耐 性 を 獲 得 す る こ と が で き
る ｡ 近 年 の 新 規 β - ラ ク ダ ム 荊 は ､ ♂ - ラ ク ダ マ -
ゼ に よ 畠 加 水 分 解 を 受 け に く い の で ､ こ の よ う な 相
乗 伸 用 が 更 に 重 要 に な る と 考 え る ｡ 試 験 管 内 変 異 株
と し て ､ カ ル ペ ニ シ リ ン 耐 性 株(116)､ モ ク サ テ ク タ
ム 耐 性 抹(lも3)な ど か ら ､ ポ 7) ン 欠 失 抹 が 分 離 さ れ て
い る ｡ 更 に ､ 鯨 沫 分 離 耐 性 株 か ら も ､ ポ リ ン 欠 失 株
(5)(155)や ペ ニ シ 7) ン 結 合 蛋 白 の 変 異 株(185)(186)(18
7)が 分 離 さ れ る､よ う に な っ て き た ｡
セ
I
ア オ キ シ チ ン や セ フ
●
メ タ ゾ.
- ル の よ う な β - ラ
ク タ ム 剤 は ､ 試 験 管 内 の 測 定 条 件 で は ､ き わ め て 加
水 分 解 を 受 け に く い が ､ β - テ ク ク マ - ゼ を 多 量 に
産 生 す る と 菌 は こ れ ら 薬 剤 に 対 す る 括 抗 性 を 獲 得 す
2 1 2
る(184)(188)(88)(189)(190)こ と か ら ､ こ の よ う な β -
ラ ク ク マ - ゼ に 安 定 な 棄 荊 に 対 す る 耐 性 獲 得 壮 ､ ♂
- テ ク ク マ - ゼ と 棄 荊 の 複 合 体 の 形 成 (ト ラ ッ ピ
l
ン
グ) に よ り ､ ♂ - ラ ク ダ ム 剤 が 不 満 化 さ れ る た め と
考 え ら れ て い る(18a)｡ し か し ､ Vu と 二 階 堂(191)披 こ
れ ら β - ラ ク ダ マ - ゼ に 安 定 と 考 え ら れ て る β - ラ
ク ダ ム 荊 (セ フ ォ 串 シ テ ン : セ フ ァ ゾ リ ン の 加 水 分
解 に 比 J< て 10 00分 の 1 で あ る) は K m 煙 が き わ め て
小 さ く ､ ペ リ プ ラ ズ ふ 内 濃 度 に ほ､ぼ 等 し い 低 い 薬 剤
濃 度 で は ､ セ フ ァ ゾ リ ン の 加 水 分 解 速 度 と 比 べ て 有
普 (セ フ ァ ゾ リ ン の 加 水 分 解 速 度 の 20分 の 1 程 度)
に 分 解 さ れ る こ と を 示 し た ｡ ト ラ ッ ピ ン グ は 薬 剤 一
分 子 を 不 清 化 す る の に 酵 素 一 分 子 を 必 要 と す る た め
に ､ 効 率 が 悪 い ｡ 試 験 管 内 で 測 定 さ れ る 通 常 の 酵 素
反 応 条 件 で は ､ 一 見 ､ 加 水 分 解 を 受 け な い よ う に 見
え る セ フ ォ キ シ テ ン な ど の β - ラ ク ダ ム 荊 も ､ 測 定
精 度 を 高 め れ ば 酵 素 分 解 の 定 量 的 潮 定 が 可 能 で あ る
(191)｡ 外 膜 透 過 障 害 が 相 乗 す る こ と に よ っ て β - ラ
タ ク マ - ゼ に 安 定 な 薬 荊 に 対 し て も 薬 剤 耐 性 が 発 現
す る 考 え ら れ る ｡
実 際 に 薬 荊 が 生 菌 体 に 作 用 す る と き ､‾ 菌 は 増 殖 状
態 に あ る ｡ し か し ､ 菌 の 増 殖 速 足 に 比 べ て ､ ペ リ プ
ラ ズ ム 内 妻 荊 濃 度 が 定 常 状 態 に 達 す る 速 度 は は る か
に 速く ､ ペ 7) プ ラ ズ ム 内 案 郊 凍 度 の 定 常 状 態 達 成 に
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増 殖 速 度 は 何 ら 影 響 し な い こ と を こE･ デ ル を 用 い た シ
ミ ュ レ イ シ､訂 ン に よ り 示 し た ｡
弗 2 節 で は ､ 外 膜 変 異 株 の 薬 剤 感 受 性 測 艦 に よ る
外 膜 透 過 性 評 価 の 問 題 点 に つ い て 述 べ た ｡ こ ¢J 方 法
は ､ 簡 便 で あ り ､ か つ ､ ♂ - ラ ク ク マ - ゼ に 安 正 な
薬 剤 の 外 膜 透 過 性 を も 評 佃 で き る 方 法 と し て 蚊 わ れ
て い る ｡ し か し ､ 外 膜 透 過 性 の 抗 菌 力 に 対 す る 助 米
は ､ ♂ - ラ ク ク マ - ゼ と の 相 乗 作 用 で あ る か ら ､ 〟
- ラ ク タ マ - ゼ 感 受 性 の 異 な る 薬 剤 間 の 比 較 に は 注
意 が 必 要 で あ る ｡
Jaf fe ら(178)(179)は ､ 種 々 の ポ リ ン 欠 先 株 の β -
ラ ク ダ ム 剤 感 受 性 を 測 定 し ､ β -
.
ラ ク ダ ム 刑 を 外 膜
透 過 性 か ら 3 つ の グ ル ー プ に 分 封 で き る と 主 張 し て
い る ｡ 即 ち ､ 0 m p F ポリ ン 欠 先 に よ り M IC 旭 が
大 き く 上 昇 す る セ フ ォ ベ ラ ゾ ン ､ セ ア オ タ キ シ ム ､
セ フ ァ マ ン ド ー ル ､ セ フ ァ ピ リ ン ､ モ ク サ ラ ク タ ム
の グ ル ー プ ､ 0 m p F ､ O lfl p C 両 蛋 白 が 欠 失 す る
と 大 幅 に M I C値 の 上 昇 す る セ フ ァ ゾ リ ン ､ セ フ ァ
ロ リ ジ ン の グ ル ー プ ､ ポ リ ン が 欠 失 し て も M 1 C値
の 上 昇 が 小 さ い ア ン ピ シ リ ン ､ テ イ カ ル シ リ ン ､ セ
プ ロ キ シ ム の グ ル ー プ で あ る ｡ 更 に ､ イ ミ ぺ ネ ム の
M I C 値 が ポ リ ン 欠 失 し て も 全 く 変 化 し な か っ た こ
と か ら ､ イ ミ ペ ネ ム は ポ リ ン 以 外 の 経 略 で 外 膜 を 通
過 し て い る と 結 給 し て い る ｡ し か し な が ら ､ 二 階 堂
2 14
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図77 β
- ラ クダ ム剤の構造式
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図78 β - ラク ダム 剤の 構造式
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ら(川)は 再 構 成 系 に よ る ポ リ ン 透 過 性 測 定 の 実 験 か
ら ､ 測 定 し た3 0種 類 の β - ラ ク タ ム 剤 の う ち で ､ イ
ミ ペ ネ ム の ポ リ ン 透 過 性 が 最 も 良 い と 報 告 し て い る ｡
イ ミ ペ ネ ム は 大 腸 菌 の 染 色 体 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ナ -
ゼ に よ る 加 永 分 娠 を ほ と ん ど 受 け な い た 沿-に (191) 外
臓 透 過 性 の 変 化 が M ⅠC 倦 の 変 化 と し て 反 映 さ れ な
い と 考 え ら れ る ｡ こ の 例 は M I C値 の 結 果 だ け か ら ､
判 断 す る と 誤 っ た 結 論 に 導 か れ る 一 例 で あ る ｡
Fa r r a ら(147)は S. nl a r C eS Ce n S か ら β - ラ ク タ マ
- ゼ 活 性 を 欠 失 さ せ た と こ ろ ､ 多 く の β - テ ク タ ム
割 に 対 し て 感 受 性 に な る こ と か ら ､ ち . m a r c esc ens
の 自 然 抵 抗 性 は 外 膜 透 過 性 が 低. い た め で は な く β -
ラ ク ク マ - ゼ の た め で あ る と 結 論 し た ｡ し か し ､ 我
々 の 測 定 で は ､ そ の 外 膜 透 過 性 は 大 腸 菌 に 比 べ て 有
意 に 低 か っ た ｡ き わ め て 外 膜 透 過 性 が 低 い 条 件 で も ､
β - ラ ク ダ マ - ゼ が な け れ ば ､ 外 膜 透 過 性 の 変 化 は
M I C に 反 映 さ れ な い ｡ S . rn ar c es cen s の 外 膜 透 過
性 の 低 さ は ､ 怯 レ ベ ル の β - ラ ク ク マ - ゼ を,
一
産 生 す
る と き の 自 然 抵 抗 性 と し て M I C に寄 与 す る と 考 え
ら れ る ｡
打r ebe nda ら(192) は ､ ペ ニ シ リ ン 荊 に 対 し て 特 異 的
に 感 受 性 の 低 下 し た 変 異 株 が ､ ♂ - テ ク タ マ - ゼ 活
性 ､ ポ リ ン 蛋 白 ､ ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 に 変 化 を 起 こ
し て い な か っ た こ と よ り ､ こ の 感 受 性 の 低 下 を 外 膜
2..
疎 水 領 域 の 変 化 に よ る ペ ニ シ リ ン 荊 の 透 過 性 の 減 少
と 結 び 付 け て 考 え た ｡ 上 述 の 理 由 に よ り ､ 著 草 は こ
の 結 論 に 賛 同 で き な い ｡
R ichm od ら に よ っ て 分 離 さ れ た 外 膜 変 異 株 D C 2
簡
一
面 常 夏
州瞥蘭 首 盲 甘 首す こう ク タ ふ 前 の 外 贋 造 適 性
の 推 潮 が 一 般 に 行 わ れ て い る(177) (181)(192). 一 般 に ､
M I C値 が 変 化 し て い れ ば ､ 透 過 性 の 変 化 を 反 映 し
て い る と 考 え ら れ る ｡ し か し ､ M Ⅰ C構 の 変 化 が な
い 場 合 ､ 透 過 性 の 変 化 が な い と は 結 論 で き な い ｡ 外
膜 変 異 株 に よ る β - ラ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 性 評 価 法
の 利 用 に は 上 述 の 様 な 注 意 が 必 要 と 考 え ら れ る ｡
2て8
第 Ⅵ 輩 紐 括
著 者 は ､ β - テ ク タ ム 荊 の 外 膜 透 過 機 構 の 解 明 は ､
今 後 の β - ラ ク タ ム 抗 生 物 資 の 開 発 の た め に 重 要 な
課 題 で あ る と 考 え 本 研 究 を 行 っ た ｡
本 研 究 結 果 よ り 得 ら れ た 主 要 な 結 論 は 以 下 の と お
り で あ る ｡
( 第Ⅲ 章)
種 々 の β - テ ク タ ム 荊 の ､ 大 腸 菌 野 性 株 ､ 外 膜 変
異 株 で 外 膜 透 過 性 の 測 定 ､ 及 び 新 た に 考 案 し た β -
ラ ク ダ マ - ゼ を 封 入 し た 再 構 成 膜 ベ シ タ ル を 招 い た
透 過 性 測 定 に よ り ､ セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 荊 が ポ リ ン 孔
を 主 経 絡 と す る き に 対 し て ､ ア ン ピ シ リ ン を 含 む 多
く の ペ ニ シ リ ン 剤 が ポ リ ン 孔 以 外 の 外 膜 疎 水 領 域 を
も 透 過 可 能 で あ る ､ こ と を 明 ら か に し た ｡ ま た ､ 外 膜
表 面 の 主 要 外 膜 成 分 で あ る L P Sは ､ そ の 糖 鎖 が 透
過 障壁 と し て 作 用 し ､ よ り 疎 永 約 性 質 の 高 い 薬 剤 の
透 過 が よ り 強 く 阻 害 さ れ る ｡
( 第Ⅳ 章)
大 腸 菌 以 外 の 7 菌 種 の グ ラ ム 陰 性 南 外 膜 ポ リ ン 蛋
白 を 同 定 し ､ 各 面 種 の ポ リ ン 蛋 白 の 特 性 を 明 ら か に
2 1 9
し た ｡ と く に ､ S . m a r c e sc e ns の ポ リ ン 孔 孔 経 は 大
腸 菌 ポ リ ン 孔 に 比 べ て 大 き く ､ 正 の 電 荷 を 持 つ 溶 質
に 対 す る 選 択 性 が 低 い o ま た ､ ポ 7) ン 蛋 白 当 た
J
g の
透 過 効 率 は 大 腸 菌 に 比 べ 低 い ｡ 多 種 の 抗 生 物 質 に 高
い 耐 性 を 示 す 緑 膿 菌 に お け る 親 水 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ
ン 荊 外 膜 透 過 性 は 大 腸 菌 の 約100 うテ1 で あ り ､ こ の
菌 種 の β - テ ク タ ム 新 高 度 耐 性 の 主 要 な 原 因 と 考 え
ら れ る ｡
( 第Ⅴ 章)
外 膜 透 過 障 害 と β - テ ク ク マ - ゼ 産 生 の 相 乗 効 果
に よ り ､ グ ラ ム 陰 性 菌 が 高 い β - ラ ク タ ム 荊 耐 性 レ
ベ ル を 獲 得 す る こ と を 実 朝 値 ､ 及 び コ ン ピ ュ ー タ ー
シ ミ ュ レ イ シ ョ ン に よ り 確 認 し た ｡
本 研 究 は ､ ♂ - テ ク タ や 抗 生 物 資 の 抗 菌 力 発 現 の
過 程 を 理 酪 す る 上 で も ､ ま た .β - ラ ク タ ム 抗 生 物 資
改 良 の た め の 基 礎 的 知 見 と し て も 多 く の 重 要 な 成 果
を も た ら し た と 考 え る ｡
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